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I  Einleitung 
 
1.1   Transplantationsmedizin 
 
1.1.1  Geschichte der Organtransplantation 
 
Die Definition der Transplantation bezeichnet  die Übertragung eines Organs, Gewebe oder Zellen 
zwischen zwei Individuen oder innerhalb eines Individuums. In der Geschichte der Chirurgie wurde 
schon sehr lange Zeit versucht derartige Transplantationen durchzuführen. Doch waren die Ergebnisse 
zum einen auf Grund der unausgereiften chirurgischen Techniken und zum anderen durch die 
immunologischen Abwehrprobleme sehr schlecht. Alexis Carrel gelang es zu Beginn des 20. 
Jahrhunderts, die Nahttechnik der Gefäßanastomosen so zu verbessern,  dass zukünftig zumindest die 
Revaskularisation von Organen technisch erfolgreich durchgeführt werden konnte. Dies war die 
Voraussetzung zur Weiterentwicklung der Transplantationschirurgie und setzte einen Meilenstein in 
der Gefäßchirurgie. Nach diesem technischen Fortschritt wurde die nächsten Jahrzehnte auf dem 
Gebiet der Nierentransplantation versucht die Ergebnisse zu optimieren. Dennoch wurden die 
transplantierten Organe von den Empfängern nicht über längere Zeit angenommen, so dass die 
Patienten letztlich verstarben. 1954 führte der Urologe J. Hartwell Harrison am Bent Brigham Hospital 
eine Nierentransplantation zwischen zwei Zwillingsbrüdern durch. Er entnahm eine Niere aus dem 
gesunden Bruder und implantierte sie in das Becken des Empfängers. Überraschenderweise nahm die 
Niere schnell ihre eigentliche Funktion auf und der Patient konnte fast 25 Jahre damit problemlos 
leben. Diese erste klinisch erfolgreiche Transplantation lieferte somit den Beleg, dass die genetische 
Kompatibilität für das Überleben des Transplantats eine essentielle Rolle spielt. Die Suppression des 
Immunsystems wurde immer mehr als Schlüssel zum Erfolg gesehen und zog weitere 
Nachforschungen auf diesem Gebiet nach sich. Anfangs versuchte man die körpereigene 
Abwehrreaktion durch Bestrahlung des ganzen Körpers zu unterdrücken. Diese Methode stellte sich 
allerdings als sehr aggressiv heraus. Mit Azathioprin und Kortikosteroiden erfolgte schließlich in den 
60-er Jahren der medikamentöse Versuch der Immunsuppression. Nach zahlreichen Tierexperimenten 
führte der amerikanische Chirurg Thomas E. Starzl 1963 die erste Lebertransplantation am Menschen 
durch. 1969 nahmen Alfred Gütgemann und T.S. Lie in Deutschland die erste LTX vor. Die 
Transplantation weiterer Organe folgte [1]. Durch die Einführung von Cyclosporin A 1978 erreichte 
die Transplantationschirurgie schließlich eine neue Ebene. Damit konnte die humorale und zelluläre 
Abwehr sehr gut unterdrückt werden, so dass sich die Transplantation zu einer Operation mit geringer 
werdenden Risiken entwickelte [2, 3]. 1984 wurde ein weiteres Immunsuppressivum entdeckt, das 
sich noch potenter als Cyclosporin A erwies – FK506 [4, 5]. Im Verlauf bis zum heutigen Zeitpunkt 
hat sich die Organtransplantation zu einem Routineeingriff bei verschiedenen Erkrankungen mit 
deutlich gesteigerten Überlebensraten entwickelt.  
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Dennoch ist es weiterhin Ziel der Forschung, immer verträglicher und potenter wirkende 
immunsuppressive Medikamente zu entwickeln und die Ergebnisse der Transplantation weiter zu 
optimieren [1].  
 
1.1.2   Transplantationsimmunologie 
 
1.1.2.1  Histokompatibilität / HLA System 
 
1958 entdeckte Jean Dausset das HLA-System (Humanes Leukozyten Antigen-System). Als Teraski 
und McClelland 1964 schließlich einen Test vorstellten die HLA Antigene serologisch zu bestimmen,  
war es möglich,  Gewebe verschiedener Individuen  durch spezifische  Merkmale des Immunsystems 
zu unterscheiden. Dies stellte einen weiteren entscheidenden Schritt in der Transplantationschirurgie 
dar, da die Transplantationen bisher vor allem durch die immunologische Abwehr gegen 
körperfremdes Gewebe begrenzt waren [1].  
Durch das Einführen des HLA Systems war es nun möglich die immunologische Übereinstimmung 
zwischen Spender und Empfänger zu optimieren, um so Immunreaktionen besser zu vermeiden und 
dementsprechend auch bessere Ergebnisse nach der Transplantation zu erreichen. 
Ein Grund für eine Abstoßungsreaktion  ist die HLA-Antigendifferenz der Gewebe zwischen Spender 
und Empfänger. Diese Antigene werden von einem Histokompatibilitäts-Komplex (MHC) exprimiert, 
der auf dem Chromosom 6 vorzufinden ist, und lassen sich in 2 Gruppen unterscheiden. HLA- 
Antigene der Klasse I werden auf den Genorten HLA-A, -B und -C exprimiert, während die 
Expression der Klasse II-Antigene auf den Loci  HLA-DR, -DQ und -DP stattfindet.  Die Ausprägung 
der Abstoßungsreaktion ist hauptsächlich durch die Klasse II-Antigene bedingt.  
Die enorme Vielzahl möglicher HLA-Kombinationen unter den verschiedenen Individuen macht die 
Suche nach dem passenden Spenderorgan nicht leicht. Im Rahmen der immunologischen 
Übereinstimmung stehen aber die HLA-A, -B und –C Merkmale im Vordergrund. Dennoch besteht 
sogar bei vollständiger HLA-Kompatibilität stets eine restliche Inkongruenz, weshalb in jedem Fall 
einer Transplantation eine immunsuppressive Therapie des Empfängers nötig ist [6]. 
 
1.1.2.2  Transplantatabstoßung 
 
1.1.2.2.1 Zelluläre Rejektion / Humorale Rejektion 
 
Die immunologischen Vorgänge, die im Empfänger letztendlich zu einer Transplantatabstoßung 
führen, beruhen auf der Erkennung der körperfremden Transplantatantigene und der Abfolge einer 
komplexen Abwehrkaskade. Im Rahmen einer „Host vs. Graft“ -Reaktion wird das Organ schließlich 
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durch sensibilisierte Lymphozyten (zelluläre Rejektion) und durch Antikörper (humorale Rejektion) 
zerstört, wobei in den meisten Fällen die zelluläre Rejektion überwiegt. 
Bei der Implantation des Spenderorgans in den Empfänger, werden die Alloantigene über den Blutweg 
in lymphatisches Gewebe transportiert und aktivieren dort als APC- Zellen (Antigen präsentierende 
Zellen) T- und B- Lymphozyten. Die Präsentation der Antigene an die T-Zellen erfolgt durch die 
MHC Moleküle. Dies erfordert jedoch ein weiteres Signal als sog. Kostimulation durch CD28/B7- 
Liganden. Mit Hilfe von ICAM-1, -2 und LFA-1-Liganden wird die T-Zelladhäsion unterstützt. CD45, 
CD2 und LFA3 stabilisieren die Interaktion zwischen der zytotoxischen T-Zelle und der jeweiligen 
Zielzelle. Schließlich wird durch die Ausschüttung von IL-2 (Interleukin 2)  die T-Zelle aktiviert. Dies 
führt zur Produktion von Zytokinen, die je nach Typ entweder eine zelluläre Rejektion (durch Th1-
Typ-zellen) oder eine humorale Rejektion (durch Th2-Typ-Zellen) einleiten. Dadurch kommt es zu 
einer Stimulation zytotoxischer T-Zellen, der Einleitung einer Hypersensitivitätsreaktion und einer B-
Zell-Aktivierung mit Antikörperproduktion.  
Die zytotoxischen T-Zellen können die Zielzellen im Rahmen einer zellulären Rejektion direkt 
lysieren und damit zerstören. Durch die Aktivierung der B-Zellen kommt es dagegen zur Produktion 
antigenspezifischer Antikörper. Diese binden an die entsprechenden Zielzellen und induzieren durch 
Aktivierung der Komplementkaskade ebenfalls eine direkte Lysierung der Zellen. Dieser Weg wird 
der humoralen Rejektion zugeordnet, die des Weiteren über eine antikörpervermittelte Bindung von 
Makrophagen und natürlichen Killerzellen auch eine indirekte Lyse der Zielzellen bewirkt. Parallel zu 
den zwei spezifischen Abwehrwegen kommt es im Transplantat auch zu einer unspezifischen 
Entzündungsreaktion die durch Makrophagen, Monozyten und Granulozyten hervorgerufen wird. Die 
Entzündung führt letztendlich über die Freisetzung vasoaktiver Substanzen und lokal gesteigerter 
Gerinnung zur Thrombosierung kleinerer Transplantatgefäße [7].  
 
1.1.2.2.2 Hyperakute Abstoßung 
 
Die hyperakute Abstoßung tritt meist schon während einer Transplantation auf, im direkten Anschluss 
an die Organ-Reperfusion. Diese Rejektionsform ist bei allogenen Transplantationen des Menschen 
sehr selten, tritt aber typischerweise bei xenogenen Transplantationen auf. Grund für eine hyperakute 
Rejektion sind präformierte, allospezifische Antikörper (humorale Rejektion) durch eine vorher 
stattgefundene Sensibilisierung im Rahmen einer Schwangerschaft oder nach Bluttransfusion. 
 
1.1.2.2.3 Akute Abstoßung 
 
Akute Abstoßungsreaktionen treten meist 5-7 Tage nach Transplantationen auf. Prinzipiell können sie 
aber zu jedem Zeitpunkt nach LTX auftreten. Es zeigt sich vorwiegend das Bild einer zellulären 
Rejektion mit Infiltration des Organs durch T-Lymphozyten, die teilweise auch eine humorale 
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Komponente aufweist. Sie ist durch entsprechende Immunsupressiva in den meisten Fällen gut 
therapierbar. 
 
1.1.2.2.4 Chronische Abstoßung 
 
Die chronische Rejektion kann auch noch Jahre nach der Transplantation auftreten und entwickelt sich 
meist aus einem langsam progredientem Prozess der Transplantatschädigung. Humorale und zelluläre 
Pathomechanismen führen hauptsächlich zur Schädigung der Gefäße im Sinne einer 
Transplantatvaskulopathie  und letztendlich zu einer chronisch progredienten Funktionseinschränkung 
des transplantierten Organs. Da diese Art der Rejektion medikamentös nicht gut beherrschbar ist, muss 
meist eine Retransplantation am Patienten erfolgen. 
 
1.1.2.2.5 Das Komplementsystem  
 
Das Komplementsystem ist ein wichtiger Teil des Immunsystems und wurde erstmals 1890 von Paul 
Ehrlich und Jules Bordet  beschrieben. Heutzutage sieht man es als Verbindung zwischen der 
angeborenen und erworbenen Abwehr [8]. 
Zu dem System gehören mehr als 20 verschiedene Proteine, die als inaktive Vorstufen im 
menschlichen Serum vorhanden sind. Dazu gehören die Komplementfaktoren  C1-C9, das Mannose-
bindende Lektin (MBL) und die jeweils an C1 bzw. MBL gebundenen Serinproteasen C1r/C1s und 
MASP1-3.  
Man unterscheidet 3 verschiedene Wege zur Einleitung der sequentiellen Komplementkaskade: 
 
1. Klassischer Weg:  Hier erfolgt die Einleitung Antiköper-vermittelt 
2. Lektin - Weg:   Einleitung durch Mannose-bindendes Lektin 
3. Alternativ – Weg:  Einleitung erfolgt Antikörper-unabhängig 
 
Im Rahmen einer kaskadenartigen Aktivierung und Spaltung der jeweiligen Vorstufen und 
Komplementfaktoren C1-C5 entstehen Spaltprodukte, die durch Zusammenlagerung mit den Faktoren 
C6-C9 weitere Proteinkomplexe (z.B. Anaphylatoxine , MAC-Komplex) entstehen lassen.  
Allen 3 Wegen gemeinsam ist die Bildung einer sog. C3-Konvertase auf der Oberfläche der jeweiligen 
Zielzelle. Sie führt durch Bildung von Komplementspaltprodukten schließlich zu Chemotaxis, 
Phagozytose und letztlich zur Lyse der Zielzellen und damit zu einer komplementvermittelten 
Immunantwort. 
Auf Grund der bedeutenden Rolle des C4d-Spaltproduktes im Rahmen dieser Arbeit, soll hier die 
Komplementkaskade des Komplementsystems anhand des klassischen Weges näher erläutert werden. 
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Die klassische Komplementkaskade 
 
Der klassische Weg besteht aus der Interaktion der Glykoproteine C1-C9. Um die 
Komplementkaskade zu aktivieren, muss erst eine Interaktion zwischen Antikörper (IgM/IgG) und 
dem Antigen der jeweiligen Zielzelle stattfinden. Dabei kommt es zu einer Konformationsänderung 
der Fc-Region im Antikörper. Daran kann der Komplementfaktor C1 binden und die 
Kaskadensequenz in Gang setzen. C1 ist ein Molekülkomplex der sich aus dem Kollektin C1q, 2 
Molekülen C1s und einem Molekül C1r zusammensetzt und mehrere Bindungsdomänen für eine 
Antikörper-Antigen-Verbindung beinhaltet. Durch die Bindung mit dem Fc-Teil werden die 
Serinproteasen C1r und C1s aktiviert. C1s führt weiter zu einer Spaltung von C2 in C2a- und C2b- 
Fragmente  sowie von C4 in C4a, C4b und C4d. Während C2a und C4a als Anaphylatoxine wirken 
bindet C4b an die Oberfläche der Zielzelle und reagiert mit dem Plasmaprotein C2b, so dass sich ein 
Komplex (C4b/C2b), die sog. C3-Konvertase bildet [8-11].  
Das C4d-Fragment geht eine kovalente Bindung mit den Endothelzellen im Rahmen der 
Komplementreaktion ein. Diese Ablagerung kann mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden 
und dient heutzutage in der Nierentransplantation schon als etablierter Marker zur Diagnose einer 
akuten humoralen Abstoßung [12-15].  
Die C3-Konvertase  spaltet C3-Moleküle in C3a- und C3b-Fragmente. Die C3b-Fragmente werden 
nun entweder inaktiviert, führen zur Opsonierung oder leiten weitere Schritte zur direkten Zerstörung 
der Zielzellen ein. 
Dazu lagern sich C3b-Moleküle und C4b2a zu einem Komplex (C4b2a3b) zusammen, der einer C5-
Konvertase entspricht. Die gebildete Konvertase kann wiederum  C5-Moleküle in C5a- und C5b- 
Fragmente  teilen, wobei sich das C5b-Fragement in der Zellmembran der Zielzelle ablagert. C6, C7 
und C8 lagern sich daraufhin an das C5b-Fragment in der Membran an und führen als C5b678- 
Komplex zu einer Polymerisierung des Komplementfaktors C9. Mehrere C9-Moleküle bilden nun 
zusammen mit dem C5b678-Komplex den sog. Membranangriffskomplex (MAC), der letztlich durch 
Porenbildung in der Zellmembran zur Lyse der jeweiligen Zielzelle führt [8-11]. 
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1.2  Indikationen zur Lebertransplantation 
 
1.2.1  Indikationen 
 
Cholestatische Lebererkrankungen: - primär biliäre Zirrhose (PBC)  
- primär sklerosierende Cholangitis (PSC)  
 
Metabolische Erkrankungen:  - Morbus Wilson 
- Alpha-1-Antitrypsinmangel 
- FAP 
Chronische Hepatitis:   - Hepatitis B 
     - Autoimmunhepatitis 
Malignome:    - Lebertumoren (HCC)  
Akutes Leberversagen:   - bedingt durch akute virale Hepatitis / Drogenintoxikation 
 
 
[16]  
 
1.2.1.1  Hepatitis C 
 
Michael Houghton und seinem Forschungsteam war es 1989 gelungen, das 50 nm große Virus als 
Erste zu identifizieren und zu isolieren. In den Jahren zuvor wurde die Hepatitis C noch als eine Non-
A, Non-B-Hepatitis bezeichnet, da bei dieser Erkrankung keine nachweisbaren serologischen Marker 
einer Hepatitis A- oder B-  Infektion festgestellt werden konnten [17].  
Da die Hepatitis C und ihre Reinfektion einen wesentlichen Bestandteil dieser Dissertation ausmacht, 
möchte ich das Krankheitsbild dieser Viruserkrankung im Einzelnen ausführlicher erläutern. 
 
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
Zirrhose Tumoren cholestatisch ALV metabolisch Andere
LTX-Indikationen
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Das Hepatitis-C-Virus ist ein einzelsträngiges RNA-Virus aus der Gruppe der Flaviviridae und wird 
von einer Lipid-Doppelschicht umhüllt. In dieser Hülle befinden sich zwei Oberflächenproteine, E1 
und E2, die zusammen mit der Lipidmembran das Nukleokapsid umgeben. Im Inneren des 
Nukleokapsids befindet sich schließlich dir virale RNA. 
Des Weiteren lässt  sich das Virus in verschiedene Genotypen und Subtypen differenzieren. Dabei 
unterscheidet man 6 Genotypen (1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4, 5, 6) mit jeweils zugehörigen Subtypen.  
Zudem zeigt sich eine unterschiedliche geographische Verteilung der Genotypen, wobei die Gruppen 
1,2 und 3 davon weltweit am häufigsten vorkommen [18].  
Neben dem Aspekt der geographischen Verteilung sind manche Untergruppen auch mit bestimmten 
Risikogruppen häufiger assoziiert. So treten beispielsweise bei i.v. Drogenabhängigen die Genotypen 
1a und 3a vermehrt auf [19].  
Die Heterogenität auf Grund der Vielfalt der Genotypen hat des Weiteren ein differenziertes 
Ansprechen auf das Therapiekonzept mittels Ribavirin und Interferon zur Folge und macht es aktuell 
noch sehr schwer entsprechende Impfstoffe herzustellen [18].  
 
1.2.1.1.1 Epidemiologie / Ätiologie 
 
Nach Angaben der WHO sind weltweit ca. 170 Mio. Menschen mit dem Virus infiziert. Das entspricht 
etwa 3 % der Weltbevölkerung, die Gefahr laufen an einer Leberzirrhose oder anderen damit 
verbundenen Komplikationen zu erkranken. Allein in Deutschland sind zwischen 400.000 und 
500.000 Menschen infiziert. 
Die Übertragung kann sowohl perinatal, durch sexuellen Kontakt oder parenteral erfolgen. Darunter 
gibt es spezielle Risikogruppen. So kommt die Mehrzahl der Infektionen bei 50 – 95 % der i.v. 
Drogenabhängigen  durch Übertragung von Blut in zusammen benutzten Injektionsnadeln vor [20].   
Parenteral findet die Übertragung durch Gabe von Bluttransfusionen und anderen Blutprodukten oder 
beispielsweise bei Organtransplantationen statt. Durch die Infektion gelangt das Virus mit dem 
Blutkreislauf in die Leber und befällt letztlich das Zytosol der Wirtszellen. Daraufhin beginnt der 
Replikationszyklus mit der Transkription des Virus Genoms und folglich der Translation viraler 
Proteine. Da das Virus sehr hepatotroph ist, werden vor allem die Leberzellen befallen und es kommt 
zur Entzündung, die je nach Schwere der Infektion auch mit Komplikationen im weiteren 
Krankheitsverlauf einhergehen kann [18]. 
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1.2.1.1.2 Klinik und Diagnostik 
 
In der Klinik wird zwischen einer akuten und einer chronischen HCV-Infektion unterschieden. Bei der 
akuten Hepatitis C verlaufen ca. 80 % asymptomatisch, können aber chronifizieren. 20 % der 
Patienten zeigen allgemeine Symptome einer Hepatitis wie abdominelle Schmerzen, Übelkeit, 
Erbrechen, Fieber, Müdigkeit und teilweise Ikterus, können aber auch oft einfach spontan ausheilen.  
Die Diagnostik bedient sich zum einen dem Nachweis virusspezifischer Antikörper (Anti-HCV-AK) 
mittels  Enzymimmunoassays (EIA) und zum anderen dem Nachweis von Teilen des Virusgenoms 
(HCV-RNA) im Blut mittels Polymerase - Kettenreaktion (PCR). Die Laborchemische Bestimmung 
der Serumtransaminasen, Bilirubin, AP, Quick und Albumin hilft ebenfalls bei der Diagnose und lässt 
zudem auf die aktuelle Synthesefähigkeit / Funktionsfähigkeit der Leber schließen.  
In den meisten Fällen kommt es während der Infektion typischerweise zu einem Anstieg der Serum 
ALT-Spiegel. Patienten mit chronifizierter Hepatitis C zeigen über mehr als 6 Monate hinweg erhöhte 
Serum ALT-Werte, die im Falle einer Ausheilung wieder im Normbereich liegen würden. Sie spiegeln 
somit den Aktivitätsgrad der Lebererkrankung wieder. Von den chronisch Erkrankten entwickeln ca. 
1-5% innerhalb von 20 Jahren, meist aus einer Leberzirrhose heraus, ein Leberzellkarzinom. In 10-
20% der Fälle endet die Hepatitis C mit dem Stadium der Leberzirrhose, die heutzutage weltweit die 
häufigste Indikation einer Lebertransplantation darstellt.  Die klinischen Symptome können demnach 
bis zum Versagen der Leberfunktion weitgehend unauffällig bleiben. 5% der Patienten sterben 
letztendlich an den Langzeitfolgen einer HCV Infektion [18].  
Mit Hilfe der zellulären Abwehr versucht der menschliche Körper das Virus zu eliminieren. 
Virusspezifische CD8 T-Zellen der Leber können infizierte Zellen direkt  lysieren und so zerstören. 
Durch die Produktion von Zytokinen innerhalb der CD8-Zellen kann zudem die Virusreplikation 
unterdrückt werden. CD4-Zellen sind im Stande entweder Antikörper gegen das Virus zu produzieren 
oder durch die Ausschüttung von speziellen Zytokinen die Aktivierung der CD8-Zellen zu verstärken 
[21]. 
 
1.2.1.1.3 Therapie 
 
Die medikamentöse Therapie der akuten und chronischen Hepatitis-C-Infektion besteht heutzutage im 
Allgemeinen aus einer Kombinationstherapie mittels Ribavirin und pegyliertem α-Interferon[22-24]. 
Die Unterschiede in Bezug auf die Dauer der Therapie sind bedingt durch die unterschiedlichen HCV 
Genotypen und der Höhe der Viruslast. 
Ribavirin ist ein Nukleosid-Analogon und wirkt virustatisch gegen das Hepatitis-C-Virus. Der 
Mechanismus beruht auf der Hemmung einer Polymerase. Dadurch wird die Vermehrung der Virus 
RNA verhindert. Interferone werden den Zytokinen zugeordnet und besitzen eine 
immunstimulierende, antivirale und antitumorale Wirkung. Für die Therapie der HCV-Infektion wird 
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Interferon α−2a/2b verwendet. Peginterferon-α entspricht einem monopegyliertem Derivat davon. 
Durch die Pegylierung (Bindung an Polyäthylenglycol) erreicht man eine langsamere Freisetzung des 
Wirkstoffes aus der PEG-Bindung. Somit wird die Plasmahalbwertszeit des Medikaments verlängert 
und das Medikament muss nur wöchentlich appliziert werden. 
Die Indikation zur Lebertransplantation ist ein kurativer Ansatz zur Behandlung einer längerdauernden 
HCV-Infektion. Sie  besteht bei Patienten, die im Verlauf ihrer Infektion bereits das Stadium einer 
fortgeschrittenen Leberzirrhose erreicht haben oder ein Leberzellkarzinom ausgebildet haben. Die 
Dringlichkeit der Transplantationsindikation ist bedingt durch die Folgen der Leberzirrhose. Die 
Entwicklung eines therapierefraktären Aszites, Blutung aus Ösophagusvarizen, sowie die Entwicklung 
einer hepatischen Enzephalopathie oder bakteriellen Peritonitis stellen dabei den Hauptanteil der 
lebensbedrohlichen Komplikationen dar und geben Anlass zur dringlichen Operation [18, 25]. 
 
1.2.2  Diskrepanz zwischen Angebot und Nachfrage 
 
Aufgrund der immer besser werdenden Technik der Lebertransplantation und den hohen 
Operationszahlen, kam es in den vergangenen Jahren leider auch zu einer steigenden Diskrepanz 
zwischen Organangebot und Nachfrage. 2009 wurden in Deutschland beispielsweise 1853 Patienten 
zur LTX gemeldet. Davon konnten allerdings nur 1119 Patienten transplantiert werden [26].  
 
1.2.3  Immunsuppression / Postoperative Therapie 
 
Die Einführung von Cyclosporin A 1978 war für die immunsuppressive Therapie der 
Lebertransplantation von enormer Bedeutung [1].  
Das Spektrum der für die Immunsuppression verwendeten Substanzen hat sich jedoch bis heute 
deutlich vergrößert. Die immunsuppressive Therapie wird, abhängig von der Art des Transplantates, 
nach speziellen Protokollen durchgeführt. Diese können je nach Transplantationszentrum etwas 
differieren. Da auch noch Jahre nach der Transplantation Abwehrreaktionen des Körpers gegen das 
Transplantat stattfinden können, muss eine lebenslange Immunsuppression erfolgen. Grundsätzlich 
lässt sich die immunsuppressive Therapie nach LTX klinisch aber in eine Erhaltungstherapie 
(Basisimmunsuppression) und eine initiale Induktions- und Abstoßungstherapie unterscheiden. Die 
Induktionstherapie findet in den ersten Wochen der Anfangsphase nach LTX statt. In dieser Zeit ist die 
Gefahr einer Transplantatabstoßung am größten. Je nach Protokoll können dafür hochdosiert 
polyklonale Lymphozyten-Antikörper, Antithymozytenglobulin (ATG) und Antilymphozytenglobulin 
verwendet werden. Teilweise wird auch die hochdosierte Anwendung der Basis-Immuntherapeutika 
durchgeführt. Parallel erfolgt die Basis-Immunsuppression im Rahmen der Erhaltungstherapie.  
Ziel der immunsuppressiven Therapie ist es, die verschiedenen Kaskaden des T-Zell- 
Aktivierungsweges zu beeinflussen. Azathioprin verhindert die DNA-Synthese und beugt so der 
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Proliferation sich schnell teilender Zellen vor. Mit Hilfe der Kortikosteroide gelingt es, die 
Zytokinsekretion aktivierter T-Zellen zu blockieren. Sie hemmen die Aktivierung akzessorischer 
Zellen, indem sie die Transkription des IL-1 und IL-6-Gens blockieren.  Cyclosporin und Tacrolimus 
sind Calcineurininhibitoren und inhibieren letztendlich die Phosphatase-Aktivität von Calcineurin und 
somit die Sekretion von IL-2 aus den T-Zellen. CI´s haben jedoch trotz ihrer guten 
immunsupprimierenden Wirkung eine Reihe von bedeutenden Nebenwirkungen. So führen sie bei 
längerem Gebrauch auf Grund ihrer Nephrotoxizität zu einer erhöhten Patientenmorbidität. Um diese 
Nebenwirkungen möglichst gering zu halten, wird versucht die Initialdosis/Langzeitdosierung der CI´s 
zu vermindern. Dies erreicht man sowohl durch Gabe monoklonaler Antikörper (bspw. IL2-
Rezeptorantagonisten) direkt nach der LTX als auch durch adjuvante Gabe anderer Immunsuppressiva 
im längeren Verlauf (bspw. MMF und Rapamycin). MMF blockiert die Guanosin-Synthese und somit 
spezifisch die Lymphozytenproliferation während Rapamycin die zytokinabhängige T-Zell-Antwort 
intrazellulär unterdrückt [7].  
 
1.2.4  Therapie der akuten Transplantatabstoßung  
 
Im Gegensatz zur chronischen Abstoßung kann man in 90 % der akuten Abstoßungsreaktionen 
medikamentös eine Normalisierung der Transplantatfunktion erreichen [16].  
Die Patienten erhalten dazu über 3-5 Tage hochdosiert Steroide (z.B. 500 mg Methylprednisolon i.v.). 
Die Transaminasen sollten bei Anschlagen der Therapie entsprechend abfallen. In bis zu 18% der 
Fälle zeigt sich jedoch das Bild einer steroidresistenten Abstoßungsreaktion mit stetig hohen 
Transaminasespiegeln. Diese Patienten werden schließlich mit einer Antikörper Therapie (z.B. 
ATG/OKT3) behandelt, um eine höher potente Immunsuppression zu erreichen [6]. 
Durch die medikamentöse Unterdrückung des Immunsystems wird allerdings nicht nur der 
Abstoßungsvorgang gegen die implantierte Leber unterdrückt, sondern auch die Abwehr gegen 
allgemeine Krankheitserreger (z.B. Bakterien, Viren, Pilze). Dadurch besteht bei den Patienten eine 
erhöhte Anfälligkeit für Infektionen und eine erhöhte Gefahr für das Auftreten maligner 
Erkrankungen. Durch das geschwächte Immunsystem besteht darüber hinaus auch eine erhöhte Gefahr 
einer Hepatitis-C-Reinfektion.  
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1.2.5  Hepatitis-C-Reinfektion nach LTX 
 
Obwohl die orthotope Lebertransplantation eine kurative Therapiemöglichkeit im Rahmen einer HCV- 
Zirrhose darstellt, besteht dennoch zu jeder Zeit die Gefahr einer Reinfektion trotz erfolgreich 
durchgeführter Transplantation. Bei fast allen Patienten die HCV positiv vor LTX waren, kommt es 
innerhalb eines Zeitraums von 5 Jahren nach einer Transplantation zur Transplantathepatitis durch 
rezidivierende Hepatitis-C-Infektion. Dabei ist der molekularbiologische Vorgang der Reinfektion 
noch nicht vollständig erwiesen [21, 27].  
Garcia-Retortillo er al und Powers et al stellten in ihren Studien die Hypothese auf, dass das Virus 
nach der anhepatischen Phase bei Reperfusion der Transplantatleber, erneut in die Hepatozyten 
aufgenommen wird [28, 29].  
Im Schnitt kommt es bei 6-23% dieser Patienten nach 3-4 Jahren zur Entwicklung einer Leberzirrhose, 
bei 30 % innerhalb von 5 Jahren. Der Verlauf kann sich klinisch sehr unterschiedlich präsentieren, so 
dass Patienten mit einer hohen Viruslast keine oder nur wenige Symptome einer Leberschädigung 
zeigen, während andere sehr schnell eine erneute Zirrhose ausbilden. Eine hohe Viruslast und hohe 
Dosen von Immunsuppressiva sind unter anderem für ein schnelleres Fortschreiten der Fibrose nach 
LTX verantwortlich. Das Fortschreiten eines Rezidivs hängt aber von mehreren Faktoren ab. Studien 
zeigten, dass immunsupprimierte Patienten einen schnelleren Krankheitsverlauf durchleben, als die 
Vergleichsgruppe immunkompetenter Empfänger [21, 27].  
Zudem konnte gezeigt werden, dass Lebertransplantationen, die in den letzten Jahren bei HCV- 
positiven Patienten durchgeführt wurden, ebenso mit einer schnelleren Fibroseprogression 
einhergingen[30]. Dieser Aspekt ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die grundlegenden 
Veränderungen in der immunsuppressiven Therapie zurückzuführen, da diese im Laufe der Jahre 
immer potenter wurde [31].  
Die Höhe der prä- und postoperativen Viruslast, ihre Replikationsrate und die postoperative 
immunsuppressive Therapie stehen somit in einem engen Zusammenhang mit dem Risiko einer 
Reinfektion, der Funktionsfähigkeit des Transplantats und wirken sich demzufolge auch auf die 
Überlebensrate der transplantierten Patienten aus [32, 33].  
Neumann et al zeigten, dass 1 von 3 Patienten nach 5 – 10 Jahren durch eine Hepatitis-C-Reinfektion 
nach LTX verstirbt und das postoperative Therapie Management demzufolge noch verbessert werden 
muss [34].  
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1.2.5.1  Therapie der Reinfektion  
 
Das Therapieregime Hepatitis-C-infizierter Patienten, die eine Lebertransplantation bekommen, 
besteht aus der antiviralen Therapie nach LTX. Die aktuelle Therapie der Wahl besteht, wie auch bei 
der Behandlung einer präoperativen Hepatitis C, in einer Kombination aus pegylierten α-Interferon 
und Ribavirin.  Je nach Ansprechen der Therapie unterscheidet man 3 Arten: 
 
Sustained virological response:   HCV-RNA Nachweis bleibt über 6 Monate nach Therapie  
negativ 
Non-response:    HCV-RNA Nachweis bleibt während und nach Therapie  
positiv 
Relaps:      HCV-RNA Nachweis ist unter Therapie negativ, nach  
  Absetzen der Therapie aber wieder positiv 
 
Durch eine antivirale Therapie vor LTX will man die HCV-RNA schon vor der Transplantation unter 
die Nachweisgrenze absenken. Dadurch nimmt das Risiko der Patienten an einer HCV-Reinfektion zu 
erkranken deutlich ab. 
In 30 % der Fälle kann bei Therapie nach LTX ein Abfall der Viruslast im Rahmen einer „sustained 
virological response“ erreicht werden und spricht somit für ein Ansprechen der antiviralen Therapie. 
Ziel dabei ist es die Entzündungsaktivität und damit den Fibroseprogress weitgehend zu verhindern 
oder wenn möglich zu stoppen. Die Therapieeinleitung nach LTX kann entweder schon vor dem 
Auftreten klinischer Zeichen einer Hepatitis gestartet werden, oder erst bei frühen bis später stärkeren 
Symptomen einer Reinfektion. Jedoch ist der optimale Zeitpunkt für den Beginn der Therapie nicht 
immer einfach zu finden, da die HCV Infektion zu beliebigen Zeitpunkten auftreten kann. Die 
Indikation wird aber grundsätzlich durch histologischen und laborchemischen Nachweis (erhöhte 
Transaminasen) einer aktiven Hepatitis gestellt. Jedoch ist die Toleranz der Therapie bei den 
Transplantationspatienten auffallend gering. Nur 1/3 der Patienten erreichen die Steigerung der 
Dosierung bis zur eigentlichen Zieldosis. In den restlichen Fällen kommt es entweder zu einem 
Therapieabbruch oder zu einer erneuten niedrigeren Dosisanpassung. Das liegt zum einen an den 
Nebenwirkungen der Medikamente (z.B. Zytopenie, Stimmungsschwankungen, akute Rejektion) und 
zum anderen an der immunmodulierenden Wirkung der Interferone. Durch sie hat der Patient ein 
hohes Risiko eine akute oder chronische Rejektion zu durchlaufen, die das Überleben des 
Transplantates gefährdet. Es zeigt sich also, dass eine Optimierung der postoperativen HCV-Therapie 
noch erfolgen muss [35, 36].  
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1.2.5.2  Histopathologie der Hepatitis C und akuten Rejektion 
 
Innerhalb des ersten Jahres sind bei 40-60 % der HCV-Reinfektionspatienten Zeichen der Hepatitis C 
in der histologischen Untersuchung erkennbar, können sich jedoch durch immunsuppressive Therapie 
auch verändert darstellen. Dadurch kann es für den Pathologen teilweise sehr schwer werden, die 
Hepatitis C von einer akuten Transplantatabstoßung zu unterscheiden. Beide zeigen ein ähnliches 
histologisches Bild. Nach Regev et al. kommt es bei einer Rezidiv - HCV zu einer Entzündung der 
Portalfelder. Dabei sind hauptsächlich Lymphozyten zu sehen, die entweder ganze Aggregate bilden 
oder ins lobuläre Parenchym ausstrahlen. Letzteres bezeichnet man als Interface-Hepatitis. Zudem 
können nekrotische Areale und Fibrosebrücken vorhanden sein, sowie Anzeichen einer Verfettung 
(Steatosis).  
Die akute Rejektion zeigt eine gemischte  Inflammation, hauptsächlich durch Lymphozyten, die in die 
Portalfelder ausstrahlen. Weiter wird die Anwesenheit von Eosinophilen beschrieben, sowie ein 
Lymphozyteninfiltrat in das Endothel der Portalvenen (Endothelitis oder Phlebitis). Es kommt 
außerdem zu einer Entzündung des Gallengangs mit Folgeschäden, sowie zur Infiltration des 
Endothels terminaler Venulen (zentrale Venulitis) [37].  
Die akute Abstoßung wird heute genormt mit Hilfe des BANFF Schemas eingeteilt. Das BANFF- 
Schema ist ein internationales Graduierungssystem für akute Lebertransplantat-Rejektion. Dieses 
wurde 1995 in Banff (Canada) in einer Konsensus-Konferenz ausgearbeitet und findet seitdem 
international Verwendung [38, 39].   
 
II  Fragestellung 
 
Die Lebertransplantation ist heutzutage eine bewährte Prozedur zur kurativen Therapie verschiedener 
Lebererkrankungen. Obwohl sich die immunsuppressiven Protokolle kontinuierlich verbessern, bleibt 
die akute Rejektion weiterhin eine häufige und schwerwiegende Komplikation (20-40%), die 
hauptsächlich durch Steroid-Pulse-Therapie und / oder erhöhter Dosis von Calcineurin-Inhibitoren 
behandelt wird. Des Weiteren finden mittlerweile auch alternative Immunsuppressiva wie MMF oder 
Sirolimus Anwendung. 
Die Hepatitis-C-induzierte Leberzirrhose ist eine der häufigsten Pathologien, die eine LTX 
erforderlich machen. Sie ist zudem mit einem erhöhten Risiko einer  Rezidiv - HCV, sowie 
progressiver Entwicklung einer Leberfibrose / Zirrhose  nach LTX assoziiert.   
Sowohl die akute Rejektion als auch die Hepatitis-C-Reinfektion zeigen oftmals dasselbe klinische 
Bild mit steigenden Transaminasen, erhöhten Bilirubin-Spiegeln und abnehmender Leberfunktion in 
Abwesenheit von Perfusionsdefiziten. 
Die Leberbiopsie stellt hierbei den Gold-Standard zur Diagnose einer akuten Rejektion oder Rezidiv- 
HCV, da deren Unterscheidung teilweise sehr schwierig ist. Beide zeigen ein ähnliches histologisches 
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Bild im Lebergewebe. Aufgrund der Ähnlichkeit im histologischen Bild kommt es nicht selten zu 
differentialdiagnostischen Problemen bei der Untersuchung der HCV-Reinfektion gegenüber der 
akuten Rejektion. 
Die falsche Behandlung des Verdachts einer akuten Rejektion mit einer Hochdosis-Steroid-Pulse- 
therapie bei HCV-positiven Patienten kann verheerende Folgen haben. Es kann beispielsweise die 
HCV-Virus-Aktivität durch die Steroidtherapie enorm ansteigen und das klinische Bild des Patienten 
dementsprechend massiv verschlechtern. Viele Autoren empfehlen deshalb die Steroid-Pulsetherapie 
auch in Fällen einer nachgewiesenen Rejektion äußerst vorsichtig zu verwenden, um so eine erneute 
Aktivierung des Hepatitis-Virus weitgehend zu vermeiden. 
Aus diesem Grund wäre ein spezifischer Marker, der nur im Falle einer akuten Rejektion, nicht aber 
bei rezidivierender HCV-Infektion exprimiert wird, eine große Hilfe für die Differenzialdiagnostik 
HCV-positiver Patienten mit klinisch verdächtigen Symptomen. Dadurch könnte die 
Abstoßungsdiagnostik enorm verbessert werden. 
C4d ist ein Spaltprodukt der aktivierten klassischen Komplementkaskade, welches typischerweise bei 
Infektionen und autoimmunen Erkrankungen nachzuweisen ist, die das Komplementsystem 
stimulieren. In der Diagnostik einer akuten Rejektion nach Nierentransplantation spielt C4d 
mittlerweile schon eine bedeutende Rolle als histologisch nachweisbarer Marker in Nierenbioptaten.  
Dort spielen humorale Mechanismen eine noch viel größere Rolle als nach einer Lebertransplantation. 
In einer vorangehenden Studie unserer Arbeitsgruppe wurde retrospektiv, anhand 
immunhistochemischer Färbung von paraffinisiertem Leberbioptatgewebe nach LTX, untersucht, ob 
C4d möglicherweise als Marker zur Differenzialdiagnostik verwendet werden kann. Die Ergebnisse 
zeigten eine deutlich stärkere Anfärbung bei Patienten die eine akute Abstoßung durchliefen. In der 
aktuellen prospektiven, verblindeten Studie mit einer höheren Patientenzahl und kryokonserviertem 
statt paraffinisiertem Gewebe, wurde zuerst versucht, das C4d-Protein mittels Immunhistochemie 
nachzuweisen und angelehnt an die letzte Studie (Schmeding et al.) durch die Anfärbung entsprechend 
einzuordnen. Auf Grund der morphologischen Probleme, die sich anhand des kryokonservierten 
Gewebes ergeben haben, wurde schließlich auf eine andere Nachweistechnik umgestellt. Mit Hilfe von 
Proteinextraktionskits und einem speziellen C4d-ELISA, wurde das Komplementprotein quantitativ 
nachgewiesen und die Ergebnisse mit der jeweiligen histologischen Standardevaluation in Relation 
gesetzt. Ziel dieser Dissertation war es demzufolge herauszufinden, ob der ELISA basierte C4d- 
Nachweis zur Differenzierung zwischen akuter Rejektion und rezidivierender HCV-Infektion nach 
einer Lebertransplantation verwendet werden kann. 
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III   Material und Methoden 
 
3.1   Material 
 
3.1.1  Patientenkollektiv 
 
Das gesamte Patientenkollektiv dieser Studie bestand aus 105 Leberbioptaten. 14 Proben davon 
wurden für den Versuch eines immunhistochemischen C4d-Färbenachweis verwendet. Aufgrund der 
schlechten, morphologischen Beurteilbarkeit der Färbungen, wurden nur 3 Schnitte dieser 
Patientenproben als C4d-Anfärbungsnachweis in die Studie mit integriert.  
Für die restlichen 91 Leberbioptate lebertransplantierter Patienten wurde eine retrospektive Analyse 
durchgeführt, die entweder eine akute Rekjektion, eine Hepatitis-C-Reinfektion oder keine 
pathologischen Veränderungen aufzeigten. Letztere dienten der Studie als Kontrollgruppe. Die 
Untersuchung bezog sich auf  91 Patienten, die im chirurgischen Zentrum der Charité Berlin, Campus 
Virchow Klinikum, zwischen 1992 und 2008 eine Lebertransplantation erhalten haben. Die zu Grunde 
liegenden Erkrankungen, die eine Transplantation notwendig machten, waren folgende: 
 
• Hepatitis-C-induzierte Leberzirrhose   für die Hepatitis-C- Gruppe 
 
• Hepatitis-B-induzierte Leberzirrhose 
• Alkoholinduzierte Leberzirrhose 
• Primär biliäre Zirrhose 
• Primär sklerosierende Cholangitis    für die Kontrollgruppe 
• Morbus Wilson 
• Polyzystische Lebererkrankung 
• Alpha-1-Antitrypsin Mangel 
• Autoimmune Hepatitis  
• Kryptogene Leberzirrhose 
 
Alle Biopsien wurden den Patienten zwischen 2005 und 2008 entnommen. Dabei bestand jeweils 
Grund zur Biopsie bei Verdacht auf akute Rejektion, Hepatitis-C-Reinfektion oder im Rahmen der 
jährlich angesetzten Routine-Verlaufsbiopsien. Etwa 2/3 des gewonnen Biopsiematerials wurde den 
Pathologen zur Standard-Präparation und Evaluation geschickt. 1/3 des Biopsiezylinders  wurde nach 
der Biopsie umgehend in flüssigem Stickstoff kryokonserviert und bei -80° C in einem Gefrierschrank 
des Labors aufbewahrt. Der 2/3-Anteil der Probebiopsien wurde konventionell mit einer Hämatoxillin 
– Eosin Färbung angefärbt. 
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Geschlecht W M Total 
Anzahl N 44 47 91 
Alter (mean/min/max) 56,2 / 27 / 78 56,3 / 25 / 73 55,61 
 
Tabelle 1. Patientenkollektiv 
 
 
3.1.2   Labormaterial 
 
3.1.2.1   Verbrauchsmaterialien 
 
Handschuhe  Charité Universitätsmedizin Berlin 
 
Deckgläser  Menzel-Gläser, Braunschweig 
     Art.-Nr.BB015015A1 
 
Objektträger  Menzel-Gläser, Superfrost, Braunschweig 
     Art.-Nr. AA00008032 
 
Mikroskop  Mueller Optronic Germany GmbH 
     Art.-Nr. 20009003 
 
Pipetten  Eppendorf Research, Hamburg, Germany 
 
Pipettenspitzen  Eppendorf, Hamburg Germany 
 
Tubes   LTF Labortechnik GmbH – Tapered Tubes 2ml, 88142 Germany 
   Art.-Nr. 112.3080 
 
Mastermix Tubes LTF labortechnik GmbH – Mastermix Tubes 5ml, 88142 Germany 
   Art.-Nr. 112.3070 
 
Mikrotiterplatten HJ-Bioanalytik GmbH – Mikrotiterplatte, 41068 Germany 
   Art.-Nr. 601803 
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3.1.2.2   Chemikalien 
 
Flüssiger Stickstoff Bestand der Charité Berlin 
 
Methanol/  J.T.Baker 
Aceton     Malline Krodt Baker B.V. – P.O. Box 1 – 7400 AA Deventer  
     Art.-Nr. 8045 / 6052 
 
Hämalaun  Dr. K. Hollborn + Söhne, 04347 Germany 
   Art.-Nr. 1702 – 1000 
 
BSA   SERVA Electrophoresis GmbH, 69115 Germany 
   Art.-Nr. 11926 
 
Formalin 4%  Niepötter Labortechnik, 68542 Germany 
   Art.-Nr. 845189.0500  
 
NP40 1%  Applichem GmbH, 64291 Germany 
   Art.-Nr. A1694,0250 
 
3.1.2.3   Puffer und Lösungen (Proteinlysis / TBS) 
 
Proteinlysis-Puffer „Proteinextraktionskit der Charité“: 
 
Na2HPO4/NaH2PO4  SIGMA Aldrich Chemie GMBH 
   Sodium Phosphat NaH2PO4 / Na2HPO4 
   Art.-Nr. S-8282   Art.-Nr. 30412 
 
NaCl   Carl Roth GmbH + Co.KG 
   Art.-Nr. 3957.1 
 
EDTA   Carl Roth GmbH + Co.KG 
   Art.-Nr. 8043.2 
 
Triton X-100  SIGMA Chemical CO.,USA  
Art.-Nr. T-8532 
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TBS – Puffer: 
 
NaCl  1,5 M  Carl Roth GmbH + Co.KG 
   Art.-Nr. 3957.1 
 
Trizma base 0,5 M SIGMA Aldrich CO., USA 
   Art.-Nr. T6066 – 1kg 
 
Tween 20 0,5% SIGMA Aldrich CO., USA 
   P 9416 -100 ml 
 
Proteaseinhibi-  Sigma-Aldrich Co. ,3050 Spruce St., St. Louis, MO 63103 
cocktail  Art.-Nr. P2714-1BTL  
 
 
3.1.2.4   Färbekit (Dako REAL™ EnVision™ Detection System) 
  
Dieser Kit basiert auf zwei aufeinanderfolgenden Schritten. Der erste Schritt besteht in der Inkubation 
des zu untersuchenden Gewebes mit einem primärem Kaninchen- oder Mausantikörper. Dieser sollte 
in einer optimalen Verdünnung angewendet werden. Im zweiten Schritt erfolgt die weitere Inkubation 
mit Dako REAL™ EnVision™, einem peroxidasekonjugiertem Polymer.  Dieses Polymer 
(Polysacharid) besteht aus einem Dextranmolekül, an das zahlreiche Peroxidase-(HRP)-Moleküle 
gekoppelt sind, sowie Moleküle sekundärer Antikörper, die an den, in diesem Fall primären C4d-
Antikörper, binden können.  Die Kupplungsreaktion besteht aus einer chemischen Reaktion, die es 
ermöglicht, pro Dextranmolekül bis zu 100 HRP-Moleküle und bis zu 20 Antikörpermoleküle zu 
binden. Die Reaktion wird mit Hilfe von DAB+Chromogen, welches ebenfalls im Kit mitgeliefert ist, 
sichtbar gemacht. Es besteht aus den Komponenten Diaminobenzidinlösung (DAB-Lösung) und 
Chromogen.  Die an das Dextranpolymer gekoppelten Peroxidasen gehen dabei durch die Zugabe des 
Chromogens einen Enzym-Substrat-Komplex ein. Die Peroxidase kann somit durch das Chromogen 
sichtbar gemacht werden. DAB dient dabei als Färbereagenz. Dieses Substratsystem führt zu einem 
kontrastreichen, braunen Endprodukt am Ort des Zielantigens und kann anschließend mikroskopisch 
beurteilt werden [40].  
 
Dako Cytomation, USA 
EnVision POX – System Dako Real, K5007 
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3.1.2.5   Enzym-Blocks  
 
3.1.2.5.1  Dualer Enzymblock 
 
Endogene, alkalische Phosphatase- und Peroxidase-Aktivitäten sind in vielen Gewebeanteilen und 
Zellen des Körpers vorhanden. Im Rahmen von immunhistochemischen Untersuchungen, in denen mit 
Färbemethoden gearbeitet wird, die HRP- und AP-Methoden verwenden, kann es dadurch zu 
schlechteren Färberesultaten kommen [41]. 
Auf Grund der zusätzlichen Anfärbung der endogenen Enzyme ist eine spezifische Färbung des zu 
untersuchenden Zielantigens nicht möglich, so dass der Schnitt des zu untersuchenden Gewebes durch 
Überfärbung meist unkenntlich wird und keine offensichtliche Aussage getroffen werden kann. Mit 
Hilfe des Dualen Enzymblocks konnten diese unspezifischen Färbungen unterdrückt oder bedeutend 
abgeschwächt werden.  
 
Dako Cytomation 
Dual Endogenous Enzyme Block 
Dako North America, Inc.,CA 93013 USA 
 
3.1.2.5.2  Avidin / Biotin Blocking Kit 
 
Lebergewebe bindet Avidin, biotinilierte HRP oder aber auch andere Avidin/Biotin-System- 
Komponenten ohne den Zusatz von biotiniliertem Antikörper. Diese Bindung findet wahrscheinlich 
durch endogenes Biotin oder Biotin-bindende Proteine statt [42].  
Aus diesem Grund wurde bei der Anfertigung der Schnitte vor Ablauf des eigentlichen 
Färbeprotokolls jeder Schnitt  mit Biotin- und Avidin-Block vorbehandelt. 
 
Vektor Laboratories, Inc 
Burlingame, CA 94010, SP-2001 
 
3.1.2.6   Antikörper  
 
Für die immunhistochemischen Färbungen der Schnitte wurde ein polyklonaler C4d-Antikörper der 
Firma AbdSerotec verwendet. Dieser eignet sich sowohl zur Bearbeitung für Kryo- und 
Paraffinschnitte als auch zur Immunfluoreszenz. In dieser Studie wurde der Antikörper in der 
Verdünnung 1:10 verwendet. 
 
Rabbit Anti Human C4d - Bach No: 140508, AbdSeroTec 0300-0230  
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3.1.2.7   Extraktionskits  
 
3.1.2.7.1 Der ALLPrep DNA/RNA Protein Mini Kit von Qiagen 
 
Der AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit ermöglicht die Extraktion von genomischer DNA, RNA und 
Proteinen. Das Prinzip beruht auf der Lysierung der Gewebeprobe in speziellen, mitgelieferten 
Puffern, die DNAsen, RNAsen und Proteasen inaktivieren. Anhand der im Kit enthaltenen, speziellen 
„spin columns“ in Kombination mit den Salz-Puffern, können in mehreren Reinigungsschritten  DNA, 
RNA oder Proteine aus ein und derselben Gewebeprobe separat isoliert werden [43].  
 
ALLPrep DANN/RNA/Protein Mini Qiagen GmbH, D-40724 Hilden,  
Art.-Nr. 80004 
 
3.1.2.7.2 Der Qproteome Mammalian Protein Kit von Qiagen 
 
Das Prinzip des Qproteome Mammalian Protein Kit von Qiagen basiert auf der Lyse von 
Gewebeproben in einem speziell mitgelieferten Lysis-Puffer, dem unter anderem Bezonase Nuklease 
und ein Proteaseinhibitor zugefügt wird. Die Benzonase Nuklease baut Nukleinsäuren ab wohingegen 
der Proteaseinhibitor die aus dem Probegewebe ausgelösten Proteine vor enzymatischem Abbau 
schützt. Durch simple Zentrifugierung kann letztlich ein Überstand gewonnen werden, der alle 
ausgelösten Proteine beinhaltet und für weitere apparative Untersuchungen verwendet werden kann 
[44]. 
 
Qproteome Mammalian Protein Qiagen GmbH,, D-40724 Hilden 
Art.-Nr. 37901 
 
3.1.2.7.3 Der Proteinextraktionskit der Charité (Proteinlysispuffer) 
 
Der Proteinextraktionskit der Charité ist ein einfaches Verfahren, das im Labor der Charité Berlin 
zuverlässig zur Isolierung von Proteinen verwendet wird. Das Extraktionsverfahren besteht aus der 
Lyse der Gewebsprobenproteine durch den dafür hergestellten Puffer und der Separation von den 
restlichen Zellbestandteilen durch die Zentrifuge. 
3.1.2.8  Der Proteinbestimmungskit nach Bradford von Biorad 
 
Das Prinzip des Proteinbestimmungskits von Biorad beruht auf der Methode nach Bradford. Sie 
ermöglicht eine quantitative Bestimmung von Proteinen bis in sehr kleine Mengenbereiche in der 
Größe von Mikrogramm. Das Prinzip beruht auf einer photometrischen Messung einer stattfindenden 
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Farbreaktion der Proteine mit dem Triphenylmethanstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250. Dieser 
Farbstoff hat die Eigenschaft mit Proteinen eine Verbindung einzugehen. Durch diese Art der 
Komplexbildung verschiebt sich das Absorptionsmaximum von Coomassie-Brilliant-Blau von 465 nm 
auf 595 nm. Diese Verschiebung ermöglicht die photometrische Messung der Proteinkonzentration 
[45]. 
 
Protein Assay Bio-Rad USA 
Art.-Nr. 500-0122 
 
3.1.2.9   C4d-ELISA-Kit  
 
ELISA steht für „Enyme Linked Immunosorbent Assay“ und gehört ebenfalls zu den 
immunologischen Nachweisverfahren. Mit Hilfe eines ELISA´s ist es möglich, die Proteine einer 
Gewebelösung, Serum oder Plasma durch eine Farbreaktion nachzuweisen und quantitativ zu messen. 
Anhand des C4d-ELISA´s konnte speziell C4d in den Proteinextraktionslösungen dieser Studie 
gemessen werden. Die Wells der ELISA-Platte sind mit einem primären monoklonalen C4d- 
Antikörper beschichtet. Das Prinzip der Prozedur des ELISA-Kits besteht letztlich aus 3 Schritten. 
Durch das Befüllen der zu untersuchenden Lösungen in die beschichteten Wells, bindet sich in der 
Lösung vorhandenes C4d an den C4d-Antikörper der Platte. Es folgt die Zugabe eines HRP- 
(horseradish peroxidase) konjugierten Anti-C4d-Antikörper. Dieser sogenannte Detektionsantikörper 
bindet ebenfalls an das C4d-Antigen. Dabei entsteht ein Antikörper-Antigen-Antikörperkomplex. Die 
Zugabe eines chromogenen Substrates führt zu einem Reaktionsprodukt zwischen dem Komplex und 
dem Substrat. Diese Reaktion bewirkt einen Farbumschlag in eine grüne Farbe, welche schließlich mit 
dem Spektrophotometer bei 450 nm gemessen werden kann [46].  
 
Quidel Corporation, San Diego, USA  
C4d Fragment Enzyme Immunoassay Kit 
A008 
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3.1.3   Verwendete Geräte und Software 
 
3.1.3.1   Geräte  
 
Schüttler   IKA Werke und Co. KG - MS3 basic, 79219 Staufen,Germany 
        Art.Nr.3617000 
 
Mikrotiterschüttler   IKA Werke und CO. KG – MTS2/4 digital, 79219 Staufen, Germany 
      Art.Nr. 3208000 
 
Mikrotiterzentrifuge  Hettich Lab Technology – Mikro 220 R,78532 Tuttlingen, Germany 
      Art.Nr. 2205 
 
Tissue Ruptor   Quiagen – Tissue Ruptor, Germany 
      Art.Nr.9001272 
 
Kryoautomat   Leica Microsystems – Kryostat Leica CM1900, 69226 Gernany 
 
Spektrophotometer  Thermo Fisher Scientific Multiscan Ascent Microplate Photometer 
    Optics Planet, Art.-Nr. 51118300/ 14230-334 
 
3.1.3.2   Software  
 
Multiskan Ascent V. 1.5 
 
3.1.4  Statistik 
 
Zur statistischen Analyse wurde SPSS für Windows 14.0 (SPSS Inc. Chicago III, USA) verwendet. 
Für den Vergleich der C4d-Werte zwischen den jeweiligen Gruppen, wurden die gewonnenen Daten 
mit dem exakten Kreuztabellentest nach Fischer in Relation gesetzt. Die 
Wahrscheinlichkeitsverhältnisse wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests berechnet. Signifikanz 
wurde als nachgewiesen betrachtet, wenn p < 0.05. Die Sensitivität und Spezifität, sowie die 
Konfidenzintervalle und prädiktive Werte wurden anhand der ROC-Kurvenanalyse im Rahmen der 
MedCalc-Statistik-Software (MedCalc Software, Mariakerke, Belgien) errechnet. 
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3.2   Methoden 
 
3.2.1  Schnittanfertigung von 14 Bioptaten des Patientenkollektives 
 
Aus dem gesamten Spektrum an Leberbioptaten des Patientenkollektives wurden vorerst 14 
Stanzproben verwendet, um Schnitte für die C4d-spezifische, immunhistochemische Färbung 
herzustellen. Als Negativkontrolle wurde ein weiterer Kryoabschnitt eines Patientenbiotates 
verwendet. Als Positivkontrolle diente ein Lymphknotenschnitt. Bis zur Anfertigung eines 
histologischen Schnittes aus den einzelnen Lebergeweben am Kryoautomaten musste eine 
durchgängige Kühlung bis zur Verarbeitung gewährleistet werden. Eine vorzeitige Unterbrechung der 
Kühlkette birgt die Gefahr einer Gewebeerwärmung und eines damit einhergehenden Gewebe- / 
Proteinverlustes. Um dies zu verhindern wurden die 14 kryokonservierten Bioptate in einen Behälter 
mit flüssigem Stickstoff gegeben, um den Zeitabschnitt zwischen Kühlschrank und Arbeitsplatz 
angemessen zu überbrücken. Jedes einzelne kryokonservierte Lebergewebe im Plastiktube konnte, 
nach Herausnahme aus dem Stickstoffbehältnis, durch leichtes erwärmen des Tubes mit den Händen, 
problemlos aus diesem entfernt werden. Das nun entnommene Eisstück mit Lebergewebe als dessen 
Kern, wurde darauffolgend mit Hilfe eines Gewebeklebers auf dem Schneidetisch des Kryoautomaten 
fixiert. Nach dem Einstellen der gewünschten Schnittdicke von 4 Mikrometer wurden vorsichtig 1- 3 
Scheiben des jeweiligen Bioptates (abhängig von der Größe des Stanzgewebes) vorsichtig abgetragen 
und mit Hilfe eines dünnen Haarpinsels direkt auf einen Objektträger gezogen. Anschließend wurden 
alle 14 Objektträger entsprechend der Patienten beschriftet und in ein spezielles Gefäß mit 
Halterungen für die Schnitte gegeben. Somit wurden alle Gewebeschnitte für den nächsten Schritt, der  
Fixierung, bereitgestellt. 
 
3.2.2  Fixierung der Objektträger 
 
Das Gefäß mit den darin enthaltenen, angefertigten Schnitten wurde zur Fixierung der Gewebe mit 
4%- igem Formalin aufgefüllt und die Objektträger für 2 Minuten unter leichtem Schwenken darin 
belassen. Anschließend wurde das Formalin abgegossen und mit TBS wieder aufgefüllt. Unter 
ebenfalls leichtem Schwenken des Glases für 1 Minute stellte dies den Waschvorgang der Fixierung 
dar. Dieser 1-minütige Waschvorgang wurde noch 2 weiter Male wiederholt, so dass die 
Gewebeträger insgesamt 3 Mal für 1 Minute gewaschen wurden. Während dessen konnte der nächste 
Schritt der Fixierung vorbereitet werden. Dafür wurde gekühltes NP40 im warmen Wasserbad 
erwärmt bis es sich verflüssigt hatte. Nach erfolgtem 3-maligem Waschvorgang wurde das TBS 
ebenfalls abgegossen und das vorbereitete 1%-ige NP40 in das Glas eingefüllt. Die Objektträger 
wurden nun für 5 Minuten in dieser Lösung belassen. Zuletzt wurde der Inhalt noch einmal 
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abgegossen und wiederum 2 mal für eine Minute mit TBS gewaschen. Die Schnitte wurden nach der 
Fixierung aus dem Behältnis genommen und zum Trocknen an der Luft belassen. 
 
3.2.3.   Immunhistochemie und Detektion 
 
Anhand der Spezifität und Affinität im Rahmen immunologischer Reaktionen, können mit Hilfe der 
Immunhistochemie, gesuchte Antigene sehr genau lokalisiert und sichtbar gemacht werden. Dabei 
binden spezielle Antikörper mit hoher Affinität ganz spezifisch an ihr passendes Antigen. Der frei 
bleibende, nicht bindende Teil der Antikörper, kann nun als weitere Bindungsstelle für einen 
sekundären Antikörper genutzt werden [40]. Mit Hilfe von speziellen Nachweisreagenzien, die an den 
freiliegenden Teil der sekundären Antikörper binden, ist es möglich, den Primärantikörper schließlich 
sichtbar zu machen. In diesem Fall wurde zur immunhistochemischen Färbung und Nachweis des 
C4d- Proteins das Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse 
verwendet.  
 
3.2.3.1   Immunhistochemische Färbung der 14 Schnitte 
 
Zur immunhistochemischen Färbung wurde mit dem Dako REAL™ EnVision™ Detection System 
gearbeitet. Auf Grund der besseren Verwertbarkeit der Ergebnisse und der Kontrolle des verwendeten 
Kits, wurde dem Färbealgorhytmus zusätzlich eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle zur 
Färbung mit beigelegt. Für die Positivkontrolle wurde ein Schnitt eines kryokonservierten 
Lymphknoten angefertigt, da in diesem Gewebe Erfahrungsgemäß viel C4d erwartet wird (14). Als 
Negativkontrolle wurde von einer Patientenbiopsie ein zweiter Schnitt angefertigt. Dieser wurde dann 
nicht mit Antikörper-Antibodydiluent-Gemisch im Verhältnis 1:10, sondern nur mit dem 
Antibodydiluent als ersten Schritt inkubiert. Im zweiten Schritt durchlief er denselben Färbevorgang 
mit dem Envision Pox Kit wie der Rest der Schnitte. Nach der immunhistochemischen Färbung waren 
die Schnitte bereit zur mikroskopischen Evaluation durch den Pathologen. 
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Färbeprotokoll: 
 
1. Den Schnitt mit 1-2 Tropfen „Dualer Enzymblock“ benetzen und  10 Minuten inkubieren lassen 
2. 3x3 Minuten mit TBS-Tween spülen 
3. 1-2 Tropfen des „Avidin-Blocks“ auftragen und 15 Minuten inkubieren lassen 
4. 3x3 Minuten mit TBS-Tween spülen 
5. 1-2 Tropfen des „Biotin-Blocks“ auftragen und 15 Minuten inkubieren lassen 
6. 3x3 Minuten mit TBS-Tween spülen 
7. Den Antikörper 1:10 (Antikörper : Antibodydiluent) verdünnt mit ein paar Tropfen auftragen und   
1 Stunde inkubieren lassen 
8. 3x5 Minuten mit TBS-Tween spülen 
9. Das HRP-Polymer mit 1-2 Tropfen auftragen und 30 Minuten inkubieren lassen 
10. 3x3 Minuten mit TBS-Tween spülen 
11. Das Chromogen mit 1-2 Tropfen auftragen und 10 Minuten inkubieren lassen 
12. Die Schnitte mit Aqua destillata abspülen 
13. Gegenfärben mit Hämalaun und abschließend 1 Stunde in Leitungswasser stellen 
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3.2.3.2  Auswertung der Ergebnisse  
 
Die immunhistochemisch gefärbten Schnitte wurden im Anschluss mikroskopisch begutachtet und 
ausgewertet. Das Protein C4d war in den Schnitten durchaus nachweisbar, da die 
immunhistochemische Färbung sehr gut funktioniert hat. Das Problem war jedoch, dass die spezifische 
Anfärbung des Lebergewebes morphologisch nicht richtig zugeordnet werden konnte, da beim 
Schneiden des kryokonservierten Gewebes die Zellmorphologie weitgehend unkenntlich geworden 
war. Dennoch wurden zusammen mit dem Pathologen 3 Schnitte aus dieser Reihe ausgesucht, die zur 
Veranschaulichung der Gradeinteilung der C4d-Anfärbung dienen. Eingeteilt wurde der Grad der 
Färbung in mild, mittel und stark (s. Figur 1), angelehnt an eine vorhergehende Studie von Schmeding 
et al. In dieser wurde die immunhistochemische C4d-Färbung von Leberbioptaten an Paraffinschnitten 
durchgeführt. Darin konnten die C4d-Färbungen jedoch sehr gut morphologisch zugeordnet werden, 
da sich paraffinisiertes Gewebe, in der Größe einer Stanzbiopsie,  sehr viel leichter schneiden lässt und 
das Gewebe somit nicht so leicht zerstört wird. 
 
 
a) mild       b) mittel         c) stark 
 
Figur 1: Gradeinteilung der immunhistochemischen C4d-Färbung v. Lebergewebe 
 
3.2.4   Schlussfolgerung für die Weiterführung der Dissertation 
 
Da die C4d-Färbung der Schnitte technisch sehr gut funktioniert hat, konnte zumindest eine qualitative 
Aussage bezüglich der Präsenz des C4d-Proteins in den Lebergeweben gewonnen werden. Leider 
konnte auf Grund der zerstörten Gewebemorphologie keine exakte Zuordnung der C4d-Anfärbung zu 
den jeweiligen Gewebeanteilen erfolgen. Eine weiterführende Untersuchung und Auswertung der 
Schnittergebnisse, ob C4d als immunhistochemischer Marker für die Differentialdiagnostik geeignet 
ist, konnte damit folglich nicht stattfinden. In Anlehnung an die Studie von Schmeding et al zeigten 
diese Ergebnisse leider keinen fortschrittlichen Zugewinn und konnten auf Grund der fehlenden 
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Morphologie, die Ergebnisse von Schmeding et al auch nicht bekräftigen. Zumindest die 
immunhistochemische C4d-Schnittfärbung stellte somit keinen Weg dar, der auf neuartige 
Erkenntnisse hoffen lies. Um letztendlich nicht nur diese eingeschränkte qualitative, sondern auch eine 
quantitative Aussage des C4d-Nachweises in den Leberbioptaten zu erhalten, musste der Nachweis 
des Komplementproteins anhand einer anderen Methode erfolgen.  
In dieser Studie schloss sich deshalb der Versuch an, die Proteine in den Lebergeweben zuerst durch 
einen Proteinextraktionskit zu isolieren und die jeweilige Menge an C4d anhand eines speziell für C4d 
ausgelegten ELISA´s anschließend spektrophotometrisch zu bestimmen. 
 
3.2.5  Extraktion von Proteinen durch 3 verschiedene Kits anhand von 
Lymphknotengewebe 
 
Um herauszufinden mit welcher Methode die besten Ergebnisse erzielt werden können, wurden 3 
verschiedene Proteinextraktions - Kits verwendet, die in Bezug auf das Ergebnis der Menge an 
extrahierten Proteinen, dem Arbeitsaufwand und den Kosten, sowie letztlich dem quantifizierten 
Ergebnis im C4d - ELISA verglichen wurden. Als Versuchsgewebe wurde wie schon bei der 
Positivkontrolle der Färbeschnitte kryokonserviertes Lymphknotengewebe verwendet. Vor der 
Durchführung jeder der 3 Kits musste das Lymphknotengewebe in ca. gleich große Gewebeanteile 
geteilt werden, um sicherzugehen, dass bei jedem Versuch / jeder Probe eine gleich große Menge an 
Gewebe bzw. letztlich Proteinen verarbeitet wird. Dazu wurden die in NaCl gefüllten 
kryokonservierten Lymphknotengewebe vorerst in einem mit flüssigem Stickstoff gefüllten Behältnis 
belassen um eine Unterbrechung der Kühlkette zu vermeiden. Damit sollte ein Verlust an Proteinen 
durch das Auftauen im Gewebe verhindert werden. Zur Verarbeitung wurde jeweils ein Tube mit der 
Pinzette aus dem Stickstoff geholt und zügig in ein zuvor gefaltetes Alufolientäschchen gegeben. Um 
das gekühlte Gewebe zu zerkleinern und aus dem Tube zu entfernen wurde mit einem Hammer 
beherzt auf das Tube im Alumantel geschlagen. Dadurch wurde der Plastiktube zerstört und 
gleichzeitig das kryokonservierte Gewebe zerkleinert und freigelegt. Um ein zwischenzeitliches 
Aufwärmen des Lymphknotenpräparates  zu vermeiden, wurde das Alutäschchen mit zerkleinertem 
Inhalt ein weiteres Mal für kurze Zeit in den flüssigen Stickstoff gehalten. Zur Weiterverarbeitung 
konnte man es anschließend zügig auf dem Tisch ausfalten und mit einer Pinzette jeweils ein gleich 
großes Stück Lymphgewebe in einen Plastiktube geben. Alle weiteren Schritte zur Proteinextraktion 
sind jeweils spezifisch für den einzelnen Kit und werden in den folgenden Punkten näher ausgeführt. 
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3 Proteinextraktions-Kits 
 
1. Der Proteinlysispuffer (Proteinextraktionskit der Charité) 
2. Der AllPrep DNA/RNA Protein Mini Kit (Qiagen) 
3. Der Qproteome Mammalian Protein Kit (Qiagen) 
 
3.2.5.1  Proteinlysispuffer (Proteinextraktionskit der Charité) 
 
Bei dieser Methode steht an erster Stelle die Herstellung des Puffers in dem die Proteine gelöst werden 
sollen. Dazu werden folgende Stoffe miteinander gemischt: 
 
1. 50mM Na2HPO4/NaH2PO4 (End-ph 6,0) 
2. 0,2M NaCL 
3. 5mM EDTA 
4. 1% Triton X-100 
 
Wie bereits in Punkt 3.2.4 erwähnt, wurden jeweils 2 Tubes mit gleich großem Inhalt an 
Lymphknotengewebe pro Versuch mit einem Kit vorbereitet. Von dem hergestellten Proteinlysispuffer 
wurden darauffolgend 0,5 ml auf das Gewebe in die jeweiligen Tubes pipettiert. Als nächstes wurden 
die in Lysispuffer getränkten Gewebe in den Tubes homogenisiert. Dies erfolgte, in dem der Inhalt des 
ersten Tubes jeweils für maximal 30 Sekunden mit dem „Tissue Ruptor“ bearbeitet wurde, bis alles 
eine homogene Flüssigkeit ergab. Mit dem zweiten Tube erfolgte dasselbe. Damit möglichst alle 
vorhandenen Proteine in der homogenen Lösung erhalten bleiben, wurde den beiden Tubes jeweils 
noch 10 Mikroliter Proteinaseinhibitorcocktail (1/50) hinzupipettiert und vorsichtig vermischt. Im 
nächsten Schritt wurden die Tubes in eine auf 4° C vorgekühlte Zentrifuge gegeben und beide darin 
für 10 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Dadurch setzten sich alle unbrauchbaren Zellbestandteile, 
die sich in dem homogenisierten Lysispuffer befanden, auf dem Boden der Tubes ab. Um eine erneute 
Vermischung der getrennten Bestandteile zu verhindern, wurden die Tubes vorsichtig aus der 
Zentrifuge entnommen und die zellbestandsfreie Flüssigkeit in ein neues Tube abpipettiert. Bis zur 
Weiterverarbeitung wurden diese schließlich in einem Kühlschrank bei -80° C aufbewahrt. 
 
3.2.5.2  ALLPrep DNA/RNA Protein Mini Kit (Qiagen) 
 
In diesem Kit verläuft das Verfahren ähnlich dem der Proteinlysispuffer-Methode. Zu Beginn des 
Protokolls wurden die Gewebeproben in einem stark denaturierenden Puffer lysiert. Dazu wurden 2 
Tubes mit RLT-Puffer gefüllt. Zur Herstellung dieses Puffers wurden vor der Verwendung β-
Mercaptoethanol dem Protokoll entsprechend zu dem RLT-Puffer hinzugegeben. Dieser Puffer enthält 
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stark denaturierendes Guanidine-Isothiocyanat, welches DNAsen/RNAsen sowie Proteasen inaktiviert 
und somit die sichere Isolierung der Proteine gewährleistet.  Anschließend wurden 2 gleich große 
Gewebemengen, wie bereits in 3.2.4 beschrieben, erarbeitet. Diese wurden jeweils in ein Tube zu der 
LysisPuffer-Lösung gegeben. Das Gewebe und der Puffer sollen auch hier eine homogene Menge 
ergeben, so dass die Tubes jeweils max. 5 Sekunden mit dem Tissue-Ruptor bearbeitet wurden bis 
wieder eine homogene Flüssigkeit entstand. Es folgte die anschließende Zentrifugierung der Tubes für 
3 min bei 14.000 rpm. Es entstand dadurch ein Überstand, der in ein neues Tube (ALLPräp DNA spin 
column) vorsichtig abpipettiert wurde. Es erfolgte die nochmalige Zentrifugierung der Tubes für 30 
Sekunden bei 8.000 rpm und das wiederholte Abpipettieren des Überstands in jeweils ein neues Tube. 
Zu dem übrigen Filtrat wurden 250 Mikroliter  100 %-iges Ethanol gegeben und mit einer Pipette 
vorsichtig vermischt. Das Gemisch wird jeweils in eine „RNeasy spin column“ gegeben und für 15 
Sekunden bei 8.000 rpm zentrifugiert. Der gewonnene Überstand wurde anschließend in ein normales 
Tube gegeben, 600 Mikroliter des APP-Puffers hinzugefügt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach 10-minütiger Zentrifugierung bei 14.000 rpm wurde der Überstand wiederum 
abgegossen. Diesmal wurden 500 Mikroliter 70 % -iges Ethanol zu dem Protein Pellet zugefügt. Es 
folgte die abschließende Zentrifugierung bei 14.000 rpm, wonach die Überstände der beiden Tubes 
verworfen wurden und die Protein Pellets bei Raumtemperatur 5-10 min trockneten. Zu den 
getrockneten Restbeständen in den Tubes wurde 100 Mikroliter ALO-Puffer hinzugefügt, der zuvor 
laut Protokoll mit DTT versetzt wurde. Durch vorsichtiges Schwenken konnte das Protein Pellet in 
Lösung gebracht werden. Nach einer 5-minütigen Inkubation  bei 95 ° C wurden die Tubes bei 
Raumtemperatur abgekühlt und anschließend noch einmal für 1 Minute zentrifugiert um letzte 
verbliebene Materialreste von der Proteinlösung entfernen zu können.  
 
3.2.5.3  Qproteome Mammalian Protein Kit (Qiagen) 
 
Am Beginn dieses Extraktionskits steht die Befüllung von zwei 2ml-Tubes mit jeweils 1 ml des 
mitgeliefertem Mammalian-Lysis-Puffer. Entsprechend Pkt. 3.2.4 wurden auch bei diesem Kit 2 
Gewebeproben erarbeitet und jeweils in ein Tube gegeben. Mit Hilfe des Tissue-Ruptors wurde eine 
homogene Lösung bereitgestellt. Zum Schutz der Proteine vor Proteasen wurde zusätzlich jeweils 10 
Mikroliter Proteinaseinhibitor und 0,06 Mikroliter Benzonase Nuclease (entspr. 1U) hinzupipettiert 
und die Tubes für 5 Minuten bei 4° C kühl gestellt. Anschließend wurden diese 10 Minuten lang in 
einer auf 4° C vorgekühlten Zentrifuge mit 14.000 rpm zentrifugiert.  Der Überstand wurde in ein 
neues 15ml-Tube gegeben und mit 4ml „ice-cold-aceton“ (entsprechend der 4-fachen Menge der 
Probelösung laut Protokoll) vermengt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten auf Eis erfolgte 
noch einmal die Zentrifugierung der Tubes für 10 Minuten in einer dafür 4 ° C vorgekühlten 
Zentrifuge bei 12.000 rpm. Abschließend wurde auch hier der entstandene Überschuss zum weiteren 
Gebrauch abgegossen. 
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3.2.6  Durchführung einer Proteinbestimmung der 3 Kits 
 
Die Durchführung der Proteinbestimmung erfolgte in dieser Studie mit einem Kit von Biorad nach der 
Methode nach Bradford. Vor der Durchführung wurde eine zur späteren Messung notwendige 
Standardreihe in aufsteigender Konzentration hergestellt. Dafür wurde das mitgelieferte Bovine Serum 
Albumin verwendet. Da dies in lyophilisierter Form vorlag, erfolgte vorerst die Rehydrierung mit 20 
ml deionisiertem Wasser unter leichtem Schütteln bis zur vollständigen Auflösung. Um die 
Standardreihe anschließend herzustellen, wurde das Bovine Serum Albumin in ansteigender Menge, 
entsprechend der zunehmenden Konzentration, mit Aqua destillata vermischt und jeweils 5 Mikroliter 
doppelreihig in die Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert (Tabelle 2). 
 
Konzentration Standardreihe Bovines Serum Albumin 
(Mikroliter) 
Aqua destillata 
(Mikroliter) 
S1 0,00  - 100 
S2 0,25 2,5 97,5 
S3 0,50 5 95 
S4 1,00 10 90 
S5 1,50 15 85 
S6 2,00 20 80 
S7 3,00 30 70 
S8 4,00 40 60 
 
Tabelle 2: Konzentrationsaufbau der Standardreihe 
 
Von den Proteinextraktionen des Lymphknotengewebes mit den drei unterschiedlichen Extraktionskits 
wurden jeweils 5 Mikroliter, ebenfalls doppelt, in die Mikrotiterplatte pipettiert. Der Grund warum 
sowohl der Standard als auch die Proben jeweils doppelt pipettiert wurden liegt darin, dass dadurch 
größere Abweichungen innerhalb einer Kitgruppe, beispielsweise im Rahmen eines Pipettierfehlers  
leicht erkannt werden können, um die Messung gegebenenfalls noch einmal zu wiederholen. 
Anschließend wurden 25 Mikroliter Reagenzgemisch aus Alkalin-Kupfer-Tartrat-Lösung (Reagenz A) 
und Surfactant-Lösung (Reagenz B) auf jedes vorher befüllte Plattenfach pipettiert. Abschließend 
wurden 200 Mikroliter Folin-Reagenz (Reagenz B) dazugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde danach 
für 15 Minuten auf einen Schüttler gestellt. So konnten sich die zusammengefügten Stoffe gut 
mischen. Die Konzentration der Proteinbestimmung konnte anschließend mit dem Spektrophotometer 
bei 595 nm bestimmt werden. 
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3.2.6.1  Ergebnis der Proteinbestimmung 
  
Standardreihe Proteingehalt der 3 Kitlösungen (mg/ml) 
S1 0,019 0,017 Charité Proteinextraktions - Kit 
S2 0,032 0,033 0,223 0,219 
S3 0,049 0,051   
S4 0,095 0,091 Qproteome Mammalian Protein (Qiagen) 
S5 0,090 0,124 0,104 0,232 
S6 0,139 0,151   
S7 0,193 0,187 ALLPrep DNA/RNA Protein Mini (Qiagen) 
S8 0,229 0,243 1,255 0,916 
 
Tabelle 3: Ergebnis der Proteinbestimmung 
 
3.2.7  Durchführung eines C4d-ELISA der 3 Kits 
 
Die Durchführung des C4d-ELISA schloss sich direkt an die Proteinbestimmung der Extraktionskits 
an. Zur Vorbereitung wurden die mitgelieferten Reagenzien, die Standard- und 
Kontrollkonzentrationen, sowie die Leberbioptat-Extraktionslösungen bereitgestellt. Das 
Waschpufferkonzentrat wurde im Verhältnis 1:20 mit Aqua destillata gemischt. Die Standard- und 
Kontrollkonzentrate wurden jeweils durch Zugabe von 2ml Hydrierungsreagenz wieder verflüssigt. 
Die Microassay-Wells wurden durch Zugabe von jeweils 250 Mikroliter der Waschlösung rehydriert. 
Nach einer Inkubationszeit von 1 Minute bei 15°- 30°C konnte die Flüssigkeit wieder aus den Wells 
ausgegossen werden. Anschließend wurden diese noch 2 weitere Male mit 250 Mikroliter 
Waschlösung befüllt und darauffolgend mit einer Pipette aspiriert und verworfen. Um letzte 
Überstände der Waschlösung zu entfernen wurde die Platte vorsichtig auf einem gut absorbierenden 
Papier abgeklopft. Den entsprechenden Wells wurden jeweils 100 Mikroliter der verflüssigten 
Standard- und Kontrollkonzentrationen (A,B,C,D,E,Low-,High-Control), sowie 100 Mikroliter der 
Extraktionslösungen zupipettiert und für 1 Minute bei 15°-30°C inkubiert. 2 Wells (Blank-Controls) 
dienten außerdem als Nullkontrolle und wurden mit 100 Mikroliter Specimen Diluent befüllt. Nach 
der Inkubation wurde die Flüssigkeit wieder abgegossen, 300 Mikroliter Waschlösung je Well 
zugefügt und für eine weitere Minute bei 15°-30°C inkubiert. Dieser Waschschritt wurde weitere 3 
Male wiederholt, so dass nach dem 5. Waschzyklus die Platte wieder vorsichtig abgeklopft werden 
konnte. Im nächsten Schritt wurden 50 Mikroliter des C4d Konjugates in jedes gewaschene Well, 
inklusive der Blank Wells, pipettiert und für 30 Minuten bei 15°-30°C inkubiert. Während dieser Zeit 
konnte die Substratlösung entsprechend dem Protokoll vorbereitet werden. Nach Ablauf der 
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Inkubation wurden die Waschschritte wie oben beschrieben weitere 5 Male wiederholt. Direkt im 
Anschluss wurden 100 
Mikroliter der vorbereiteten Substratlösung auf jedes der Wells verteilt und wieder für 1 Minute bei 
15°-30°C inkubiert. Um die dadurch ablaufende enzymatische Reaktion zu unterbrechen, wurden 50 
Mikroliter der Stopplösung in jedes der Wells gegeben. Dabei war wichtig, darauf zu achten, dass die 
Stopplösung in derselben Reihenfolge und Frequenz verteilt wurde, wie die Substratlösung. Der 
Farbumschlag des Reaktionsproduktes wurde abschließend innerhalb einer Stunde im 
Spektrophotometer bei 450 nm gemessen. Die Farbintensität ist dabei proportional zu der 
Konzentration der C4d-Präsenz in den Testlösungen, Standards und Kontrollen. 
 
3.2.7.1  Ergebnis des C4d-ELISA 
 
Standard- und Kontrollkonzentrationen C4d-Gehalt der 3 Kitlösungen (µg/ml) 
S (A) 0,000 < min Charité Proteinextraktions - Kit 
S (B) 0,027 0,031 0,076 
S (C) 0,121 0,096  
S (D) 0,178 0,174 Qproteome Mammalian Protein (Qiagen) 
S (E) > max 0,240 0,041 
K (Low) 0,072 0,059  
K (High) 0,202 0,194 ALLPrep DNA/RNA Protein Mini (Qiagen) 
K (Blank) 0,000 0,000 0,062 
 
Tabelle 4: Ergebnis des C4d-ELISA 
 
3.2.8   Schlussfolgerung der Ergebnisse für die Weiterführung der Arbeit 
 
Anhand der Resultate aus der Proteinbestimmung und dem ELISA der Lösungen, die mit jeweils 3 
verschiedenen Extraktionskits hergestellt wurden, ließ sich gut erkennen, welcher Kit für diese Studie 
am effektivsten erschien. Das Ergebnis der Proteinbestimmung zeigt, dass der Charité Kit und der  
Qproteome Mammalian Protein Kit von Qiagen, fast dieselben Resultate erzielt haben und somit von 
der Menge an extrahierten Proteinen vergleichbar sind.  Der ALLPrep DNA/RNA Protein Mini Kit 
von Qiagen konnte mit Abstand die größte Menge an Gesamtprotein aus dem Lymphknotengewebe 
isolieren. Im ELISA zeigte sich jedoch, dass mit der Proteinextraktion des Extraktionskits der Charité, 
der höchste C4d-Nachweis erzielt werden konnte. Da der Charité-Kit laut den vorliegenden 
Ergebnissen das beste Resultat im C4d-Nachweis erreicht und die anderen 2 Extraktionskits von 
Qiagen zudem mit einem wesentlich höheren Aufwand sowie höheren Kosten einhergehen, wurde zur 
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Untersuchung der Leberbioptate dieser Studie der Charité-Extraktions-Kit mit anschließender 
Proteinbestimmung nach Bradford und der C4d-ELISA verwendet. 
 
3.2.9  Extraktion der Proteine, Proteinbestimmung und quantitative C4d-Messung der 
kyrokonservierten Patientenbioptatanteile  
 
Das Patientenkollektiv von 91 Leberbioptaten, bestehend aus jeweils 1/3 der Gesamtbiopsie, wurde 
entsprechend der oben beschriebenen Protokolle, zur quantitativen Messung des C4d-Gehaltes 
vorbereitet und die jeweils enthaltene Menge an C4d mit Hilfe des C4d-ELISA´s im 
Spektrophotometer bestimmt. Anschließend wurden die Ergebnisse zusammengetragen. 
 
3.2.10  Histopathologische und serologische Evaluation der Bioptatanteile für den 
Pathologen 
 
Die histopathologische Evaluation der Leberbiopsien, bestehend aus den jeweils restlichen 2/3 der 
Gesamtbiopsie, erfolgte anhand von Paraffinschnitten durch 2 voneinander unabhängigen Pathologen 
bereits zum Zeitpunkt der jeweiligen Biopsieentnahme.  Eine Rejektion wurde nach dem Banff-
Schema für Lebertransplantatabstoßung bemessen. Eine akute Abstoßung wurde folglich in mild, 
moderat oder schwer eingeteilt. Eine rezidivierende Hepatitis-C-Infektion wurde zum einen durch 
histopathologische Untersuchung des Lebergewebes diagnostiziert, zum anderen wurde die aktive 
HVC-Replikation durch eine PCR der HCV-RNA getestet. Die Bioptate der Kontrollgruppe wurden 
nach dem Grad der Inflammation, der Fibrose oder der metabolischen Aktivität kategorisiert. 
 
3.2.11  Retrospektive Datenerhebung der histologischen Befunde und Zuordnung zum 
jeweiligen C4d-Ergebnis 
 
Im Anschluss an die Messung der C4d-Werte der Leberbioptate erfolgte, anhand der PC-Datenbank, 
die retrospektive Datenerhebung der einzelnen histopathologischen Befunde aller Patienten. Die durch 
den Pathologen erhobenen Diagnosen wurden daraufhin mit der jeweiligen Menge an gemessenen C4d 
verglichen. 
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IV Ergebnisse  
 
4.1 Ergebnisse der Proteinextraktion des Patientenkollektives 
   
B1-12/B82-91 
 
 
 
 
Standardreihe Proteingehalt der Patientenbioptate (mg/ml) 
S1 -0,267 -0,061 B1 0,94 1,171 1,0555 
S2 0,342 0,221 B2 0,784 0,705 0,7445 
S3 0,701 0,606 B3 0,946 0,768 0,857 
S4 1,15 0,978 B4 0,606 0,608 0,607 
S5 1,379 1,547 B5 0,614 0,784 0,699 
S6 1,931 2,083 B6 0,705 0,56 0,6325 
S7 3,088 3,014 B7 0,261 0,188 0,2245 
S8 4,098 3,784 B8 0,944 0,822 0,883 
B9 0,668 0,762 0,715 
B10 1,458 1,314 1,386 
B11 0,749 0,672 0,7105 
B12 0,955 0,784 0,8695 
B82 1,179 1,075 1,127 
B83 1,052 0,894 0,973 
B84 0,811 0,645 0,728 
B85 1,875 1,636 1,7555 
B86 0,388 0,338 0,363 
B87 0,388 0,379 0,3835 
B88 1,472 1,258 1,365 
B89 2 1,854 1,927 
B90 0,768 0,643 0,7055 
B91 1,069 0,855 0,962 
 
Tabelle 5: Ergebnisse der Proteinextraktion des Patientenkollektives 
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B13-B36 
 
 
Standardreihe Proteingehalt der Patientenbioptate (mg/ml) 
S1 -0,162 -0,089 B13 1,957 1,67 1,8135 
S2 0,433 0,309 B14 0,7 0,561 0,6305 
S3 0,627 0,374 B15 0,5 0,516 0,508 
S4 0,816 1,237 B16 0,623 0,653 0,638 
S5 1,411 1,63 B17 0,306 0,242 0,274 
S6 2,052 2,265 B18 0,978 1,295 1,1365 
S7 2,929 3,162 B19 0,719 0,618 0,6685 
S8 3,855 3,922 B20 0,842 0,956 0,899 
B21 0,621 0,569 0,595 
B22 0,502 0,504 0,503 
B23 0,863 0,842 0,8525 
B24 0,939 0,837 0,888 
B25 1,117 1,033 1,075 
B26 1,364 1,25 1,307 
B27 0,753 0,632 0,6925 
B28 0,053 0,048 0,0505 
B29 0,381 0,279 0,33 
B30 0,783 0,603 0,693 
B31 0,627 0,504 0,5655 
B32 0,388 0,344 0,366 
B33 1,593 1,294 1,4435 
B34 0,648 0,49 0,569 
B35 1,356 1,21 1,283 
B36 2,075 1,816 1,9455 
 
Tabelle 6: Ergebnisse der Proteinextraktion des Patientenkollektives 
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B37-B58 
 
 
 
 
 
Standardreihe Proteingehalt der Patientenbioptate (mg/ml) 
S1 -0,161 -0,136 B37 0,88 0,779 0,8295 
S2 0,266 0,179 B38 1,406 1,67 1,538 
S3 0,47 0,546 B39 1,197 0,891 1,044 
S4 1,159 1,156 B40 0,74 0,692 0,716 
S5 1,752 1,764 B41 1,368 1,303 1,3355 
S6 2,071 2,405 B42 0,511 0,526 0,5185 
S7 3,085 3,033 B43 0,382 0,363 0,3725 
B45 1,471 1,435 1,453 
B46 1,801 1,146 1,4735 
B47 0,576 0,509 0,5425 
B48 0,471 0,399 0,435 
B49 1,292 1,171 1,2315 
B50 0,367 0,279 0,323 
B51 0,412 0,347 0,3795 
B52 1,353 1,324 1,3385 
B53 0,449 0,43 0,4395 
B54 1,749 1,555 1,652 
B55 0,88 0,856 0,868 
B56 0,934 0,796 0,865 
B57 0,878 0,686 0,782 
B58 2,109 1,765 1,937 
 
Tabelle 7: Ergebnisse der Proteinextraktion des Patientenkollektives 
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B60-B81 
 
Standardreihe Proteingehalt der Patientenbioptate (mg/ml) 
S1 -0,206 -0,247 B60 0,711 0,514 0,6125 
S2 0,294 0,11 B61 0,692 0,709 0,7005 
S3 0,657 0,343 B62 1,368 1,138 1,253 
S4 1,138 1,238 B63 0,736 0,73 0,733 
S5 1,692 1,969 B64 0,024 0,257 0,1405 
S6 2,13 2,496 B65 0,523 0,5 0,5115 
S7 2,672 3,191 B66 0,257 0,205 0,231 
S8 3,634 4,132 B67 0,282 0,223 0,2525 
B68 0,738 0,908 0,823 
B69 -0,306 0,696 0,195 
B70 0,566 0,525 0,5455 
B71 0,114 0,077 0,0955 
B72 0,475 0,441 0,458 
B73 0,995 0,772 0,8835 
B74 0,696 0,822 0,759 
B75 1,293 1,136 1,2145 
B76 0,133 0,068 0,1005 
B77 1,694 1,286 1,49 
B78 1,102 1,272 1,187 
B79 0,611 0,654 0,6325 
B80 0,51 0,929 0,7195 
B81 1,194 0,964 1,079 
 
Tabelle 8: Ergebnisse der Proteinextraktion des Patientenkollektives 
 
 
 
 
 
 
 
38 
 
4.2 Ergebnisse der C4d-spezifischen ELISA-Messung des Patientenkollektives 
   
B1-12/B82-91 
 
 
Standardreihen C4d-Gehalt der Patientenbioptate (µg/ml) 
S1 -0,004 < min B1 0,01 0,005 0,0075 
S2 0,046 0,029 B2 0,026 0,025 0,0255 
S3 0,121 0,127 B3 0,034 0,033 0,0335 
S4 0,184 0,176 B4 0,036 0,036 0,036 
S5 0,241 0,236 B5 0,048 0,043 0,0455 
S6 0,069 0,055 B6 0,051 0,046 0,0485 
S7 0.197 0,196 B7 0,022 0,02 0,021 
S8 -0,005 -0,004 B8 0,045 0,058 0,0515 
B9 0,02 0,019 0,0195 
B10 0,031 0,031 0,031 
B11 0,04 0,043 0,0415 
B12 0,031 0,032 0,0315 
B82 0,061 0,064 0,0625 
B83 0,076 0,074 0,075 
B84 0,078 0,073 0,0755 
B85 0,056 0,061 0,0585 
B86 0,042 0,038 0,04 
B87 0,063 0,068 0,0655 
B88 0,027 0,039 0,033 
B89 0,061 0,064 0,0625 
B90 0,051 0,06 0,0555 
B91 0,049 0,002 0,0255 
 
Tabelle 9: Ergebnisse der C4d spezifischen ELISA Messung des Patientenkollektives 
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B13-B36 
 
 
Standardreihen C4d-Gehalt der Patientenbioptate (µg/ml) 
S1 -0,012 <min B13 0,102 0,101 0,1015 
S2 0,039 0,032 B14 0,035 0,033 0,034 
S3 0,14 0,132 B15 0,025 0,025 0,025 
S4 0,181 0,181 B16 0,035 0,034 0,0345 
S5 0,236 0,218 B17 0,134 0,133 0,1335 
S6 0,058 0,057 B18 0,056 0,052 0,054 
S7 0,182 0,165 B19 0,055 0,049 0,052 
S8 -0,011 -0,012 B20 0,047 0,038 0,0425 
B21 0,045 0,041 0,043 
B22 0,042 0,039 0,0405 
B23 0,065 0,058 0,0615 
B24 0,044 0,041 0,0425 
B25 0,04 0,036 0,038 
B26 0,076 0,071 0,0735 
B27 0,057 0,06 0,0585 
B28 0,02 0,015 0,0175 
B29 0,038 0,038 0,038 
B30 0,034 0,037 0,0355 
B31 0,049 0,051 0,05 
B32 0,032 0,025 0,0285 
B33 0,055 0,055 0,055 
B34 0,032 0,033 0,0325 
B35 0,037 0,037 0,037 
B36 0,087 0,087 0,087 
 
Tabelle 10: Ergebnisse der C4d spezifischen ELISA Messung des Patientenkollektives 
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B37-B59 
 
 
Standardreihen C4d-Gehalt der Patientenbioptate (µg/ml) 
S1 -0,01 <min B37 0,058 0,061 0,0595 
S2 0,034 0,033 B38 0,1 0,106 0,103 
S3 0,136 0,131 B39 0,133 0,149 0,141 
S4 0,201 0,178 B40 0,073 0,069 0,071 
S5 0,239 0,221 B41 0,069 0,075 0,072 
S6 0,066 0,058 B42 0,08 0,086 0,083 
S7 0,19 0,192 B43 0,084 0,085 0,0845 
S8 -0,01 <min B44 0,098 0,098 0,098 
B45 0,05 0,061 0,0555 
B46 0,096 0,108 0,102 
B47 0,046 0,045 0,0455 
B48 0,041 0,049 0,045 
B49 0,089 0,084 0,0865 
B50 0,039 0,042 0,0405 
B51 0,066 0,06 0,063 
B52 0,125 0,135 0,13 
B53 0,047 0,05 0,0485 
B54 0,106 0,111 0,1085 
B55 0,06 0,069 0,0645 
B56 0,056 0,063 0,0595 
B57 0,052 0,054 0,053 
B58 0,125 0,116 0,1205 
B59 0,128 0,129 0,1285 
 
Tabelle 11: Ergebnisse der C4d spezifischen ELISA Messung des Patientenkollektives 
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B60-B81 
 
 
Standardreihen C4d-Gehalt der Patientenbioptate (µg/ml) 
S1 <min -0,013 B60 0,047 0,044 0,0455 
S2 0,033 0,034 B61 0,041 0,048 0,0445 
S3 0,145 0,133 B62 0,106 0,106 0,106 
S4 0,173 0,189 B63 0,148 0,136 0,142 
S5 0,227 0,235 B64 0,056 0,057 0,0565 
S6 0,059 0,069 B65 0,072 0,067 0,0695 
S7 0,184 0,185 B66 0,024 0,02 0,022 
S8 <min -0,013 B67 0,03 0,031 0,0305 
B68 0,096 0,097 0,0965 
B69 0,044 0,044 0,044 
B70 0,057 0,056 0,0565 
B71 0,101 0,1 0,1005 
B72 0,067 0,065 0,066 
B73 0,064 0,058 0,061 
B74 0,056 0,058 0,057 
B75 0,061 0,063 0,062 
B76 0,022 0,021 0,0215 
B77 0,054 0,051 0,0525 
B78 0,087 0,092 0,0895 
B79 0,057 0,057 0,057 
B80 0,043 0,043 0,043 
B81 0,027 0,029 0,028 
 
Tabelle 12: Ergebnisse der C4d spezifischen ELISA Messung des Patientenkollektives 
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4.3 Interpretation der Ergebnisse im Zusammenhang  
 
Liste 1-3 zeigt die in dieser Studie erarbeiteten Ergebnisse im kausalen Zusammenhang. Darin wird 
die jeweilige Grunderkrankung benannt, die zum Anlass einer therapeutischen LTX geführt hat. 
Zudem wird das Alter, Geschlecht sowie zeitlicher Abstand zur LTX und das Datum der 
Biopsieentnahme mit der entsprechenden histopathologischen Diagnose aufgelistet. In den weiteren 
Spalten werden die Ergebnisse der jeweiligen Proteinextraktion, sowie der gemessenen C4d-Menge 
aufgeführt. Der Quotient aus der C4d-Menge und dem bestimmten Proteingehalt geben letztlich die zu 
vergleichende Höhe der C4d-Konzentration innerhalb der einzelnen Bioptate an. Das 
Patientenkollektiv bestand aus 44 Frauen und 47 Männern. Das Durchschnittsalter der Patienten lag 
bei 55,6 Jahren (s. Tabelle 1). Der Histologische Befund lässt die Patienten in 3 Gruppen einteilen. 
Gruppe 1 besteht aus 16 Patienten die zum Zeitpunkt der Biopsie eine akute zelluläre Rejektion 
durchliefen. Dabei wurden die Schweregrade entsprechend den Kriterien des Banff-Schema in mild, 
moderat und schwer eingeteilt. Zur Gruppe 2 zählen 18 Patienten, die sowohl histopathologisch als 
auch durch HCV-RNA-Nachweis in der PCR eine Hepatitis-C-Reinfektion erlitten haben. Gruppe 3 
entspricht der Kontrollgruppe dieser Studie und besteht aus 57 Patienten. Bei diesen 57 
Patientenproben wurde histologisch eingeteilt nach den Kennzeichen einer Inflammation, Fibrose oder 
Zeichen einer metabolischen Aktivität. 
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Liste 1: Ergebnisse der Gruppe 1 des Patientenkollektives          
Patient Erkrankung 
 
Alter Sex 
Post- 
LTX PE-Datum 
Histologischer  
Befund 
Proteinbest. 
mg/ml 
C4d in 
µg/ml C4d/Proteinbest. 
 
B11 SSC 
 
45 W 14 T. 10.10.2005 Rejektion 1.Grades 0,71 0,04 0,0563 
B13 C2/HCC 
 
60 M 4 M. 13.07.2005 Rejektion 1.Grades 1,81 0,1 0,0552 
B14 HCC/PBC 
 
57 W 2 M. 04.08.2005 Rejection 1. Grades 0,63 0,03 0,0476 
B19 CCC 
 
57 W 2 J. 01.09.2005 Akute Rejektion 0,67 0,05 0,0746 
B21 HBV-Zirrhose 66 M 6 M. 18.10.2005 Rejektion 1.Grades 0,6 0,04 0,0667 
B31 Autoimm.Hepatitis 27 M 4 J. 29.06.2005 Chronische Rejektion 0,565 0,05 0,0885 
B38 HBV-Zirrhose 37 W 13 J. 20.09.2005 Rejektion 1.Grades 1,54 0,1 0,0649 
B43 PSC 
 
37 M 2 W. 07.11.2005 Rejektion 
 
0,37 0,08 0,2162 
B47 HCC 
 
25 M 1 M. 04.08.2005 Rejektion 2.Grades 0,54 0,05 0,0926 
B49 C2 
 
49 W 1 J. 05.10.2005 0,5 gr. Rejek. 1,23 0,09 0,0732 
B67 C2 
 
68  M 2 M. 05.05.2008 ACR I. Grades 0,25 0,03 0,1200 
B81 Klatskin Tumor 51 M 6 D. 20.10.2007 ACR I. Grades 1,08 0,03 0,0278 
B82 HCC 
 
41 M 1 J. 28.06.2007 ACR 
 
1,13 0,06 0,0531 
B83 C2 
 
57 M 1 M. 05.05.2008 ACR I.+II.Grades 0,97 0,07 0,0722 
B84 C2/HCC 
 
48 M 10 D. 24.10.2007 ACR I.Grades 0,73 0,08 0,1096 
B86 ALV 
 
27 W 2 M. 03.07.2008 ACR Grad II 
 
0,36 0,04 0,1111 
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Liste 2: Ergebnisse der Gruppe 2 des Patientenkollektives  
Patient Erkrankung 
 
Alter Sex 
Post- 
LTX PE-Datum 
Histologischer 
Befund 
Proteinbest. 
mg/ml 
C4d in 
µg/ml C4d/Proteinbest. 
 
B6 HCV 
 
60  W 2 M. 22.09.2005 HCV-Reinfektion 0,63 0,05 0,0794 
B12 HCC/HCV-Zirrhose 77 W 13 J. 31.08.2005 Fibrose 
 
0,87 0,03 0,0345 
B15 HBV/HCV 
 
50 W 1 M. 19.08.2002 HCV-Fibrose 0,51 0,02 0,0392 
B17 HCV-Zirrhose 29 M 15 J. 30.09.2005 Fibrose 
 
0,27 0,13 0,4815 
B18 HCV 
 
56 W 7 J. 22.08.2005 
Steatosis 
Hepatitis/Fibrose 1,14 0,05 0,0439 
B20 HCV 
 
50 W 6 M. 21.10.2005 
leichte 
Fibrose/Steatosis 0,9 0,04 0,0444 
B23 HCC/HCV-Zirrhose 64 M 15 J. 19.10.2005 Fibrose 
 
0,85 0,06 0,0706 
B42 HCV-Zirrhose 61 W 6 J. 29.05.2005 Metab.tox.Schaden 0,52 0,08 0,1538 
B44 C2/HCV 
 
71 M 3 J. 24.08.2005 Leichte Fibrose 0,95 0,1 0,1053 
B45 HCV/Karoli-Syndrom 52 W 7 J. 18.10.2005 Leichte Fibrose 1,45 0,06 0,0414 
B46 HBV/HCV 
 
54 M 3 J. 05.10.2005 
Leichte portale 
Fibrose 1,47 0,1 0,0680 
B50 HBV/HCV-Zirrhose 50 M 2 M. 08.08.2005 HCV Reinfektion  0,32 0,04 0,1250 
B53 HCV 
 
46 M 2 J. 24.11.2005 HCV-Reinfektion 0,44 0,05 0,1136 
B56 HCV 
 
47 W 6 J. 01.06.2007 HCV-Reinfektion 0,86 0,06 0,0698 
B60 HCV 
 
60 W 1 M. 31.05.2007 HCV-Reinfektion 0,61 0,05 0,0820 
B68 HCV 
 
47 M 3 M. 03.09.2007 
Chr. Portale 
Entzündung 0,82 0,1 0,1220 
B72 HCV-Zirrhose 57 M 7 J. 13.06.2008 HCV-Reinfektion 0,46 0,07 0,1522 
B89 HCV 
 
69 W 6 M. 06.09.2007 
Ischämische 
Reaktion 1,93 0,06 0,0311 
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Liste 3: Ergebnisse der Gruppe 3 des Patientenkollektives 
Patient Erkrankung 
 
Alter Sex 
Post-
LTX PE-Datum 
Histologischer  
Befund 
Proteinbest. 
mg/ml 
C4d in  
µg/ml C4d/Proteinbest. 
 
B1 C2 
 
61 M 5 J. 18.08.2005 Metab.tox.Schaden 1,06 0,01 0,0094 
B2 PSC 
 
24 M 5 J. 22.08.2005 Blande 
 
0,74 0,03 0,0405 
B3 C2 
 
58 M 5 J. 20.09.2005 Steatosis/Fibrosis 0,86 0,03 0,0349 
B4 C2 
 
61 M 3 J. 24.10.2005 Steatosis 
 
0,61 0,04 0,0656 
B5 C2 
 
66 M 3 J. 29.08.2005 Steatosis 
 
0,7 0,05 0,0714 
B7 HBV-Zirrhose 55 W 3 J. 18.08.2005 HBV-Reinfektion 0,22 0,02 0,0909 
B8 C2 
 
70 M 4 J. 29.08.2005 Mäßige Fibrose 0,88 0,05 0,0568 
B9 CCC 
 
55 W 7 J. 31.10.2005 Steatosis/ Hepatitis 0,72 0,02 0,0278 
B10 Knollenbl.intox. 30 W 10 J. 27.07.2005 Blande 
 
1,39 0,03 0,0216 
B16 C2 
 
51 M 10 J. 22.09.2005 Steatosis/Fibrosis 0,64 0,03 0,0469 
B22 HBV-Zirrhose 57 M 13 J. 02.08.2005 Fibrose 
 
0,5 0,04 0,0800 
B24 C2 
 
64 M 7 J. 15.09.2005 Fibrose/leichte Entz. 0,89 0,04 0,0449 
B25 Kryptogen 
 
45 M 3 J. 05.08.2005 Milde Fibrose 1,08 0,04 0,0370 
B26 PSC/Autoimm.hep. 39 M 3 J. 27.09.2005 Portale Entzündung 1,31 0,07 0,0534 
B27 SSC 
 
74 W 7 J. 12.10.2005 Leichte Fibrose 0,69 0,06 0,0870 
B28 PSC-Rezidiv 
 
58 W 3 J. 04.10.2005 Leichte Fibrose 0,05 0,02 0,4000 
B29 HCC/Hämochromatose 60 M 5 J. 02.08.2005 Blande 
 
0,33 0,04 0,1212 
B30 M.Wilson 
 
61 W 1 J. 04.08.2005 Blande 
 
0,69 0,04 0,0580 
B32 Kryptogene Zirrhose 54 W 13 J. 03.08.2005 Blande 
 
0,37 0,03 0,0811 
B33 C2 
 
73 M 10 J. 25.10.2005 Fibrose 
 
1,44 0,05 0,0347 
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Patient Erkrankung 
 
Alter Sex 
Post- 
LTX PE-Datum 
Histologischer  
Befund 
 
Proteinbest. 
mg/ml 
C4d in  
µg/ml C4d/Proteinbest. 
B34 PBC 
 
78 W 10 J. 15.09.2005 Blande 
 
0,57 0,03 0,0526 
B35 PBC 
 
72 W 7 J. 11.10.2005 Fibrose/PBC-Rezidiv 1,28 0,04 0,0313 
B36 PSC 
 
48 M 1 M. 25.07.2005 Toxisch 
 
1,95 0,09 0,0462 
B37 Pfortaderthrombose 62 W 4 J. 08.08.2005 Cholestase 
 
0,83 0,06 0,0723 
B39 C2 
 
58 W 1 J. 10.10.2005 Toxisch 
 
1,04 0,14 0,1346 
B40 Kryptogen 
 
54 W 10 J. 16.08.2005 Steatosis/Fibrosis 0,72 0,07 0,0972 
B41 C2 
 
61 M 2 J. 20.10.2005 Fibrose 
 
1,34 0,07 0,0522 
B48 Autoimm.Hepatitis 72 W 7 J. 08.07.2005 Blande 
 
0,44 0,05 0,1136 
B51 L-Cyst. 
 
45 W 7 J. 04.08.2005 Fibrose 
 
0,38 0,06 0,1579 
B52 C2 
 
64 M 3 J. 26.10.2005 Fibrose/chr.Rejektion 1,34 0,13 0,0970 
B54 PSC 
 
51   3 J. 25.11.2008 Geringgr.Fibrose 1,65 0,11 0,0667 
B55 C2 
 
49 W 3 J. 25.11.2008 Geringgr.Fibrose 0,87 0,06 0,0690 
B57 PBC 
 
68 M 15 J. 24.11.2008 Portale Entzündung 0,78 0,05 0,0641 
B58 C2 
 
54 M 18 M. 29.05.2007 Metab.tox.Schaden 1,94 0,12 0,0619 
B59 C2 
 
60 M 7 J. 19.02.2009 Geringgr.Fibrose 0,82 0,13 0,1585 
B61 C2 
 
56 W 13 J. 15.05.2007 Portale Entzündung 0,7 0,04 0,0571 
B62 Klatskin Tumor 56 W 1 J. 07.05.2008 Geringgr.BG-Vermehrung 1,25 0,11 0,0880 
B63 C2 
 
66 M 5 J. 07.05.2008 Geringgr. BG-Vermehrung 0,73 0,14 0,1918 
B64 Autoimm.Hepatitis 47 M 5 J. 30.05.2007 Geringgr. Verfettung 0,14 0,06 0,4286 
B65 PBC 
 
69 W 6 J. 07.05.2008 Tox.Parenchymverfettung 0,51 0,07 0,1373 
B66 C2 
 
55 W 5 J. 15.05.2007 Fettleber 
 
0,23 0,02 0,0870 
B69 Polycyst. 
 
55 W 1 J. 23.05.2007 Geringgr. BG-Vermehrung 0,19 0,04 0,2105 
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Patient Erkrankung Alter Sex 
Post-
LTX PE-Datum 
Histologischer  
Befund 
Proteinbest. 
mg/ml 
C4d in  
µg/ml C4d/Proteinbest. 
 
B70 Autoimm.Hepatitis 58 W 1 J. 19.06.2008 Geringgr. Fibrose 0,55 0,06 0,1091 
B71 C2 
 
58 W 1 J. 01.05.2007 Akute Hepatitis 0,1 0,1 1,0000 
B73 Gallengangsatres. 51 W 7,5 J 24.05.2007 Geringgr. Portale Entz. 0,88 0,06 0,0682 
B74 M.Wilson 
 
52 M 13 J. 24.05.2005 Geringgr.Parenchymverf. 0,76 0,06 0,0789 
B75 C2 
 
72 M 13 J. 19.06.2008 Steatosis 
 
1,21 0,06 0,0496 
B76 C2 
 
57 M 3 J. 20.01.2009 Steatosis 
 
0,1 0,02 0,2000 
B77 HBV 
 
69 M 1 W. 31.08.2007 
Chr. Portale 
Entzündung Hepatitis 1,49 0,05 0,0336 
B78 CCC 
 
54 M 1 J. 19.06.2008 
Metabol.toxischer 
Schaden 1,19 0,09 0,0756 
B79 C2 
 
66 W 13 J. 06.09.2007 Fettleber 
 
0,63 0,06 0,0952 
B80 HBV-Zirrhose 59 W 13 J. 21.01.2009 Ger.port.Entz./Fibr. 0,72 0,04 0,0556 
B85 
  
41 W 7 J. 07.05.2008 Portale Entzündung 1,76 0,06 0,0341 
B87 Kryptogene Zirrhose 63 M 1 J. 14.05.2007 Geringe portale Fibrose 0,38 0,07 0,1842 
B88 Kryptogener Zirrhose 62 W 2 M. 04.02.2008 Ostruktion d. GW 1,36 0,03 0,0221 
B90 C2 
 
58 M 5 J. 23.05.2007 Geringe mesenchymreakt. 0,71 0,06 0,0845 
B91 C2 
 
73 M 10 J. 30.05.2007 Steatosis 
 
0,96 0,03 0,0313 
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Gruppe 1 : 
 
Für die 16 Patienten, die durch konventionelle, histologische Untersuchung eine akute zelluläre 
Rejektion diagnostiziert bekommen haben, war der C4d /total-Protein-Quotient bei 0.083 (+/- 0.043). 
 
Gruppe 2: 
 
Für die 18 Patienten mit einer Hepatitis-C-Reinfektion lag der  C4d /total-Protein-Quotient bei 0.138 
(+/-0.173). Von diesen 18 Patienten wurde bei  7 eine akute, virale Infektion in der Biopsie 
diagnostiziert. Bei den restlichen  11 war die Hepatitis C schon vorher bekannt.  Es konnte kein 
Unterschied zwischen HCV-Reinfektion und bekannter persistierender Reinfektion  in Bezug auf die 
C4d-Expression festgestellt werden (p>0.05). 
 
Gruppe 3: 
 
Unter den 57 Patienten der Kontrollgruppe  lag der C4d /total-Protein-Quotient bei 0.135 (+/- 0.188). 
 
Wie den Ergebnissen deutlich zu entnehmen ist, konnte in allen kryokonservierten Leberbiopsien eine 
C4d-Konzentration nachgewiesen werden. Bezüglich demographischer Faktoren (Empfängeralter / 
Sex / Rasse / Spenderalter / Ischämiezeit) gab es zwischen den Patienten keine signifikanten 
Unterschiede.  Jedoch war der durchschnittliche Biopsiezeitpunkt in den ACR- und HCV- Gruppen 
früher nach LTX als in den Kontrollgruppen (p<0.05). Eine Tatsache, die auf die große Anzahl an 
Biopsien zurückzuführen ist, die im Rahmen einer routinemäßigen Nachsorge eines Halbjahres 
durchgeführt wurden. Es konnten demnach keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Menge 
an exprimiertem C4d im Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden. Zudem 
zeigte die Intensität der ELISA-basierten C4d-Konzentration keine Korrelation zu der Schwere der 
Rejektion. 
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V  Diskussion 
 
In dieser Studie wurde erforscht, in wie weit sich die ELISA-basierende Messung von C4d in 
Lebergewebe  nach einer Lebertransplantation eignet, um zwischen einer akuten Abstoßung und einer 
Hepatitis-C-Reinfektion zu unterscheiden.  
In vorhergehenden retrospektiven Versuchen konnte durch die Arbeitsgruppe Schmeding et al gezeigt 
werden, dass die C4d-Konzentration während einer akuten Abstoßung  signifikant ansteigt und 
dementsprechend durch einen spezifischen Antikörper, in paraffinisierten Leberbioptaten nach 
Transplantation, immunhistochemisch nachweisbar ist. Die Kollektivgruppen konnten demnach durch 
den Pathologen, je nach Erkrankung, voneinander unterschieden werden und zeigten C4d somit als 
potentiellen Marker zur Differentialdiagnostik nach Lebertransplantation [47]. 
Als weiterführende bzw. anschließende Studie an die Arbeit und Ergebnisse von Schmeding et al, 
wurde im Rahmen dieser Dissertation erwartet, dass C4d auch durch quantitativen Nachweis mittels 
ELISA im Lebergewebe, entsprechend an die vorangegangenen Ergebnisse anknüpft und als 
diagnostisches Tool verwendet werden kann. 
In dieser aktuellen prospektiven, verblindeten Studie, wurde kryokonserviertes Lebergewebe zur 
ELISA-basierenden, quantitativen Messung der C4d-Menge verwendet.  
In der aktuellen Studie konnten wir allerdings keine signifikanten Unterschiede bezüglich der C4d- 
Konzentration in den verschiedenen Lebergeweben transplantierter Patienten feststellen. Dies zeigte 
sich unabhängig davon, ob die Patienten eine akute Abstoßung bzw. eine Hepatitis-C-Reinfektion 
durchliefen oder zur gesunden Kontrollgruppe gehörten. 
Diese Ergebnisse stehen in starkem Kontrast zu den Daten, die bereits im Vorfeld von Schmeding et al 
veröffentlicht wurden. Anhand dieser zeigte sich C4d als aussagekräftiger Marker zur 
differentialdiagnostischen Unterscheidung zwischen akuter Abstoßung und rezidivierender Hepatitis-
C-Infektion. Hierbei wurde C4d jedoch in immunhistologischer Färbung, verstärkt durch 
Immunfluoreszenz  in paraffinisiertem Gewebe nachgewiesen. Das paraffinisierte Gewebe eignete 
sich wesentlich besser um Schnitte zur immunhistochemischen Färbung herzustellen als das 
kryokonservierte Gewebe, wie es  in den ersten Schritten dieser Dissertationsarbeit versucht wurde. 
Da die Morphologie bei Schnitt des kryokonservierten Gewebes weitestgehend unkenntlich wurde, 
war eine adäquate Zuordnung der C4d-Anfärbung somit nicht mehr möglich. Die Ergebnisse der 
Paraffinschnitte  ergaben  in einer Analyse von 97 Patientenbioptaten eine C4d-Positivität in 67.7%  
der Patienten mit akuter, zellulärer Rejektion. In der Patientengruppe mit HCV-Reinfektion wurden 
nur 11.8% als C4d-positiv nachgewiesen. Die Kontrollgruppe lag bei 6.9% [47].    
Auch wenn kryokonserviertes Gewebe als besserer Ausgangspunkt zum C4d-Nachweis gesehen wird 
[48], besitzt der ELISA-basierende Nachweis keine sichere differentialdiagnostische Aussage. C4d 
konnte als messbare Größe quantitativ  in allen Biopsien des Patientenkollektives nachgewiesen 
werden. Keines der  Gewebebioptate war im Nachweis frei von C4d. Allerdings konnte in Bezug auf 
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die erhaltenen Mengendifferenzen in den einzelnen Proben der Patientengruppen keine signifikanten 
Unterschiede erkannt werden. Die Höhe der C4d-Menge zeigte sich auch unabhängig von der zuvor 
gemessenen Menge an extrahiertem Gesamtprotein des einzelnen Leberbioptates. Eine klare 
Unterscheidung zwischen akuter Abstoßung und einer Rezidiv - HCV war somit auf Grund der 
gemessenen Werte leider nicht möglich und widersprach damit den anfänglichen Erwartungen, den 
ELISA-basierenden C4d-Nachweis als diagnostisches Tool verwenden zu können.  
Ein Anstieg der C4d-Ablagerung in den Periportalfeldern, besonders entlang dem Endothel der 
portalen Kapillaren, Venen und Arterien während einer akuten Abstoßung, wurde bereits in früheren 
Arbeiten gezeigt. In 50 % der Patientenbioptate erfolgte dort ein C4d-Nachweis im Rahmen einer 
akuten Abstoßung. Entlang dem sinusoidalen Endothel und in den hepatischen Venen konnte dort 
jedoch keine C4d-Ablagerung gesehen werden. Die Intensität der C4d-Anfärbung und die Schwere der 
akuten Abstoßung zeigten zudem keine Korrelation [49, 50]. Dennoch weicht aber die Gesamtmenge 
an C4d in Lebergewebe, durch ELISA gemessen, nicht auffallend voneinander ab. 
In vorangehenden Studien konnten ebenfalls vermehrt Komplementfaktoren, Makrophagen und 
Plasmazellen in Lebergewebe während einer akuten Abstoßung nachgewiesen werden.  Des Weiteren 
wurde ein Zusammenhang zwischen dem Nachweis an C4d und einer ansteigenden Infiltration an 
Makrophagen in den Portalfeldern während einer ACR gesehen [49, 50]. Dabei konnte jedoch kein 
Anstieg anderer proliferierender Zellen, die die Migration der Plasmazellen und Makrophagen zum 
Ort der immunologischen Aktivität bewirken, gefunden werden.   
In einer Studie von Möller et al wurde die variable Region (V-Region) des Immunglobulins (Ig) von 
Gewebe einer akuten, zellulären Rejektion und einer humoralen Rejektion untersucht, um 
herauszufinden, in wie weit B-Zellen sowohl an der zellulären als auch an der humoralen Rejektion 
beteiligt sind. Hier zeigte die Upregulation der IgVH-Gene in Proben einer 
Lebertransplantatabstoßung ebenfalls die Anreicherung von B-Zellen und Plasmazellen in beiden 
Rejektionsfällen und spricht somit dafür, dass B-Zellen und Plasmazellen in der Pathogenese der 
zellulären und humoralen Abstoßung  involviert sind. Der im Rahmen dieser Studie ebenfalls erfolgte 
immunhistochemische Nachweis von C4d-Ablagerungen konnte wiederum nur im Fall der humoralen 
Rejektion nachgewiesen werden [51].  
C4d ist die aktivierte Komponente von C4, ein zentraler Bestandteil der klassischen 
Komplementkaskade. Feucht et al. [52, 53] beschrieben als erste C4d als zuverlässigen Indikator von 
Abstoßungsmechanismen in transplantiertem Nierengewebe [54, 55].  
Zur Diagnose einer akuten sowie einer chronischen Abstoßung bei nierentransplantierten Patienten hat 
sich C4d bereits als unverzichtbarer Marker etabliert und stellt bis heute das diagnostische Mittel der 
Wahl zur Differenzierung zwischen einer akuten Rejektion der Niere und anderen dysfunktionalen 
Erkrankungen nach NTX dar [12, 56].  
Gerade die frühe Phase nach einer Nierentransplantation spielt für die Patienten im Bezug auf den 
klinischen Verlauf  eine bedeutende Rolle. In dieser kritischen Phase zeigt sich, ob das Transplantat 
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die ursprüngliche Funktion wieder gut aufnimmt, oder ob es in einen dysfunktionalen Zustand 
übergeht. Zeigen sich klinische Zeichen einer renalen Dysfunktion nach NTX muss die kausale 
Ursache dafür schnellstmöglich geklärt werden, um eine entsprechend angemessene Therapie einleiten 
zu können und somit den Transplantatverlust zu vermeiden.  Deshalb wird heute bei entsprechenden 
klinischen Anzeichen eine Gewebebiopsie der Transplantatniere entnommen und auf histologische 
Kennzeichen einer Dysfunktion, beispielsweise im Rahmen einer Glomerulonephritis oder einer 
akuten Abstoßung, untersucht.  C4d als Spaltprodukt der aktivierten Komplementkaskade bindet 
kovalent an Proteinstrukturen in seiner unmittelbaren Umgebung. Aus diesem Grund kann es durch 
immunhistochemische Anfärbung von Gewebeproben sichtbar gemacht / nachgewiesen werden. Der 
Nachweis des Komplementproduktes C4d zeigte bei akuten Rejektionen Ablagerungen in den 
peritubulären Kapillaren, wohingegen im Rahmen einer Glomerulonephritis beispielsweise keine C4d- 
Ablagerungen nachgewiesen werden konnten. Mit Hilfe der C4d-Färbung können  akute 
Abstoßungsreaktionen so postoperativ durch den Pathologen schnell erkannt und klinisch 
entsprechend zügig therapiert werden [12].  Bei nierentransplantierten Patienten mit de novo-spender- 
spezifischen Antikörpern wird C4d in bis zu 95 % und bei humoraler Abstoßung in 25% aller 
Abstoßungsepisoden exprimiert [12, 56]. C4d-negative Patienten haben zudem eine weitaus höhere 1-
Jahres-Transplantatüberlebensrate als C4d-positive Patienten [56]. Hyperakute Abstoßungsreaktionen, 
die sich innerhalb von Minuten entwickeln, können im klinischen Alltag durch einen Crossmatch-Test 
vor Transplantation vermieden werden [57]. Dieser immunologische Test, bei dem die Spenderzellen 
(z.B. Milz) mit dem Empfängerserum gekreuzt werden, gehört heutzutage zum obligaten 
Standardverfahren vor jeder Nierentransplantation und gibt bei negativem Ergebnis grünes Licht zur 
Transplantation. 
Es ist daher bekannt, dass humorale Mechanismen eine weitaus größere Rolle bei akuter Abstoßung 
nach Nierentransplantation spielen als nach Lebertransplantation. Steroidresistente 
Abstoßungsepisoden haben meist ihren Ursprung in B-Zell-Reaktionen. Diese sprechen auf die 
gewöhnlich verwendeten Immunsuppressiva, die auf der Hemmung der T-Zell-Aktivierungskaskaden 
beruhen, nicht ausreichend an. Empfindlich sind diese hingegen auf Plasmapherese, IVIG oder Anti-
CD20-Antikörperbehandlung. 
Die Leber wird weitgehend als das immunologisch tolerante Organ gesehen, bei dem 
Abstoßungsmechanismen fast immer auf T-Zell vermittelter Immunantwort basieren. In einigen 
Studien zeigt sich jedoch, dass zirkulierende Anti-Donor-Antikörper mit der Transplantatabstoßung 
assoziiert sind. Beispielsweise zeigten Patienten, die ein negatives Crossmatch vor 
Lebertransplantation  hatten, weniger und im zeitlichen Verlauf später eintretende Transplantatverluste 
als die Patienten mit einem positiven Crossmatch [57]. Daraus erschließt sich, dass auch eine 
humorale Komponente der immunologischen Abwehr an der Abstoßungsreaktion beteiligt sein muss. 
Lebertransplantationen im Rahmen einer AB0-Inkompatibilität gehen demnach auch mit einer höheren 
postoperativen Morbiditätsrate der Transplantierten einher. Fälle alleiniger humoraler Abstoßung sind 
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jedoch extrem selten, verlaufen meist sehr fulminant und beruhen im Prinzip nur auf Einzelberichten 
[58]. 
Bellamy et al demonstrierten in ihrer retrospektiven Studie, dass die C4d-Positivität zumindest in 
ABO-kompatiblen Lebertransplantaten selten ist. Eine ABO-inkompatible Gruppe zur vergleichenden 
Untersuchung war in deren Studie auf Grund des fehlenden Patientenkollektives nicht vorhanden. Die 
Studie unterstützt mit ihren Ergebnissen die Aussage von Paul J. Michaels et al, in Bezug auf den 
Lymphozytotoxischen Zusammenhang mit der C4d-Anfärbung, da sich auch in der Bellamy Studie ein 
zumindest schwacher Zusammenhang der C4d-Färbung mit einem positiven Crossmatch zeigte. Somit 
weisen die Ergebnisse ebenfalls auf eine humorale Beteiligung der immunologischen 
Transplantatabstoßung hin. Allerdings wird der Nutzen des Komplement-Spaltproduktes als 
differentialdiagnostischer Marker in dieser Studie, auf Grund des niedrig prozentigen Nachweises und 
des breiten Vorkommens auch in anderen Erkrankungsbildern, dementsprechend als sehr niedrig 
bewertet. Die immunhistochemische Anfärbung der Lebergewebe auf C4d zeigte aber dieselben 
portalen Strukturablagerungen,  wie schon in anderen  bereits erwähnten Studien [59].  
In 91 % der Fälle mit humoraler Abstoßung konnte in der Studie von Haga et al ebenfalls der C4d- 
positive Nachweis durch immunhistochemische Anfärbung erbracht werden. Im Gegensatz zu anderen 
Studien wurde die C4d-Anfärbung aber nicht nur in den Endothelien der portalen Strukturen 
vorgefunden, sondern konnte teilweise auch im portalen Stroma der Lebergewebe nachgewiesen 
werden. Patienten, bei denen in der postoperativen Leberbiopsie C4d nachgewiesen konnte, zeigten 
außerdem im Verlauf  eine deutlich niedrigere Überlebensrate im Vergleich zu den anderen 
Vergleichsgruppen. Dies bestärkt die Ergebnisse von Feucht et al, die in ihrer Studie ein höheres 
Transplantatüberleben bei C4d-negativen nierentransplantierten Patienten im Vergleich beobachtet 
haben. Bei den positiven lebertransplantierten Patienten konnten zudem postoperativ hohe Anti-
Spender-Antikörpertiter festgestellt werden, die ebenfalls mit einer niedrigeren Überlebensrate 
einhergehen [60]. 
Sawada et al demonstrierten ebenfalls in einer retrospektiven Studie den Einfluss der humoralen 
Immunität auf die Schädigung des transplantierten Organs bei akuter Abstoßung nach 
Lebertransplantation. Des Weiteren verglichen sie immunhistochemisch die Veränderungen der 
hepatischen Läppchen im Vergleich zu den Portalfeldern, da in den bisher bekannten Studien nur die 
histologischen Veränderungen der Portalfelder beschrieben wurden. Der histologische Nachweis einer 
akuten Abstoßungsreaktion wurde ebenfalls durch Anfärbung der C4d-Ablagerungen, durch 
immunhistochemische Färbung in den Lebergeweben, vorgenommen. Die Ergebnisse belegen, dass 
bei moderater bis schwerer Transplantatrejektion ein humoraler Anteil am Prozess der Abstoßung 
beteiligt ist. Die Immunantwort korreliert dabei mit der Schwere der Rejektion und zeigt sich unter 
anderem mit einer erhöhten Anzahl an Zellinfiltraten und C4d-Färbung, sowohl in den periportalen als 
auch den  lobulären Anteilen des Lebergewebes. Neben den in Studien bisher bekannten 
Anfärbungslokalisationen der portalen Strukturen (Portale Gefäße,  Sinusoide, etc), zeigten sich hier in 
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den Leberläppchen auch Veränderungen im Sinne einer Monozyteninfiltration, welche mit einer 
Schwellung bis hin zur Nekrose von Leberzellen einhergeht. Wie bereits erwähnt korreliert die 
Schwere der Rejektion zudem mit dieser Monozyteninfiltration [61]. 
Auch Dankof et al gelang es als weitere Forschungsgruppe, wiederum in einer retrospektiven Studie, 
die humorale Beteiligung bei Abstoßungsreaktionen zu demonstrieren. Allerdings zeigten die 
Ergebnisse in der Patientengruppe mit akuter Abstoßung nur in 50 % eine eindeutige C4d-Positivität. 
Die Protokollgruppen waren aber entsprechend negativ. Auch hier wurden, wie in der Mehrzahl der 
Studien, die C4d-Ablagerungen entlang der Endothelzellen portaler Gefäßstrukturen gesehen. 
Monozyteninfiltrationen waren hier in den Zellen jedoch nicht nachweisbar. In dieser Studie konnte 
außerdem auch kein sichtbarer Zusammenhang zwischen dem C4d-Nachweis im Lebergewebe und 
dem Schweregrad einer Rejektion festgestellt werden. Sawada et al wiesen in diesem Bezug dagegen 
eine deutliche Korrelation auf. Ein deutlicher Zusammenhang konnte aber in Bezug auf die C4d- 
Ablagerung und der erhöhten Infiltration der Portalfelder mit Makrophagen, bei Patienten die eine 
akute Abstoßung durchlaufen, festgestellt werden [50]. Die genannten histologischen Anzeichen sind 
demzufolge weitere Hinweise dafür, dass die akute Transplantatabstoßung auch eine humorale 
Komponente enthalten muss. Nach Michaelis et al ist die Infiltration der Makrophagen in der 
Chirurgie der Herztransplantation ein Marker der humoralen Rejektion [62].  
Aber auch in der Nierentransplantation spielt die Infiltration der Makrophagen eine Rolle. Hier dient 
das histologische Bild einer Makrophagen-Ansammlung beispielsweise unter anderem der 
Unterscheidung zwischen einer klinischen und einer subklinischen Rejektion [63].  
Jain et al versuchten zu evaluieren, in wie fern sich eine ACR und eine Rezidiv - HCV im Hinblick auf 
CD4-, CD8-, CD56-positiven Lymphozyten und C4d-Ablagerungen in transplantierten Lebern 
unterscheiden. In Bezug auf die C4d-Ablagerungen als Zeichen einer akuten Abstoßung, zeigte sich in 
der Studie mit geringer Patientenanzahl, eine moderate bis starke C4d-Positivität in 80% bei Patienten 
mit akuter Abstoßung. Die Gruppe der HCV-Patienten wies hingegen keine oder nur sehr milde C4d- 
Ablagerungen im Transplantatgewebe auf.  Die CD4-, CD8- und CD56-Lymphozyteninfiltrate waren 
hingegen bei beiden Versuchsgruppen ähnlich und zeigten keine sichtbaren Unterschiede [64]. Die 
Unterscheidung der lymphozytären Untergruppen hat demnach keinen verwertbaren, diagnostischen 
Wert. Die Forschungsergebnisse (Schmeding et al)  konnten von Jain et al aber zusätzlich bekräftigt 
werden und zielen so ebenfalls darauf ab, C4d als differentialdiagnostischen Marker zwischen einer 
Hepatitis-C-Reinfektion und einer akuten Abstoßung, zumindest im Rahmen der histologischen 
Färbung, zu verwenden. Diese Studie beruht allerdings auf einer sehr kleinen Anzahl an 
Patientenbioptaten (10 Patienten). Interessant ist auch die Tatsache, dass die C4d-Ablagerungen in den 
einzelnen Geweben in keinem der Fälle in den Endothelien kleiner Gefäße und zudem keine Färbung 
in den Portalfeldern sichtbar war. Die Anfärbung zeigte sich hauptsächlich in den Leberläppchen mit 
C4d-Nachweis im Zytosol. Dies steht im Kontrast zu den meisten anderen Studien, welche die C4d- 
Anfärbung hauptsächlich in den anatomischen Strukturen der Portalfelder beschreiben.  
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Eine Studie von X. Bu et al wurde in einem ähnlichen Stil wie die Studie von Schmeding et al mit 
paraffinisiertem Leberbioptatgewebe nach Transplantation durchgeführt. Die Menge untersuchter 
Patientenbioptate lag mit einer Stückzahl von 39 Gewebeproben jedoch niedriger als die der Berliner 
Gruppe. Zudem wurden die Schnitte der transplantierten Lebern auf den Unterschied der C4d- 
Anfärbung zwischen akuter Abstoßung und Hepatitis-B-Reinfektion statt Hepatitis-C-Reinfektion 
untersucht. Die Ergebnisse zeigen dennoch, dass bei 69,2% der Patienten mit akuter Abstoßung C4d- 
Protein nachweisbar ist. Die Kontrollgruppe sowie die Hepatitis-B-Rezidiv-Gruppe, zeigten 
wesentlich weniger Anfärbung und bekräftigen somit ebenfalls die Studienthese und die Ergebnisse 
von Schmeding et al. Dennoch muss man bedenken, dass in dieser Studie kein Patientenkollektiv mit 
Hepatitis-C-Reinfektion zum Vergleich untersucht wurde. Der Nachweis von C4d bei akuter 
Abstoßung kann aber dennoch bestätigt werden und besitzt mit einem prozentualen Anteil von  69.2 % 
eine deutliche Aussagekraft. Die histologischen evaluierten Ablagerungen an C4d wurden auch hier 
hauptsächlich in dem Endothel der Gefäßwände und Sinusoide der Portalfelder gesehen [65].  
In einer weiteren retrospektiven Studie untersuchten Lorho et al 34 Patientenbioptate, die auf Grund 
einer rezidivierenden Hepatitis C, wegen des Verdachts auf akute Rejektion oder im Rahmen eines 1- 
Jahres-Check-up´s entnommen wurden. Die Ergebnisse zeigten C4d-Positivität in 33 % der Fälle einer 
akuten Rejektion und 100% bei Patienten die eine chronische Rejektion durchliefen. In der 
Kollektivgruppe der Hepatitis-C-Rezidiv-Patienten konnte hingegen in keinem Fall eine C4d- 
Anfärbung nachgewiesen werden. Dies steht im engen Zusammenhang mit den Ergebnissen von 
Schmeding et al, wenn auch die Höhe der Prozentzahlen in der Gruppe der akuten Rejektion deutlich 
niedriger ausfällt. Dennoch bekräftigt diese Studie wieder einmal die Annahme, dass C4d im Rahmen 
einer Transplantatrejektion, akut oder chronisch, verstärkt nachweisbar ist und zur Differenzierung 
einer Hepatitis-C-Reinfektion geeignet ist [66].  
Sakashita et al haben sich wie bereits erwähnt in einer vorangehenden Arbeit mit dem Spaltprodukt 
C4d bei akuter Abstoßung im Rahmen ABO-inkompatibler Lebertransplantationen 
auseinandergesetzt. In einer weiteren Studie wurde von der Forschungsgruppe die Rolle von C4d in 
ABO-kompatiblen Lebertransplantaten untersucht, wobei sich der Fokus dieser Studie auf die Rolle 
der lymphozytischen Alloantikörper  bei positivem Crossmatch-Test, im Rahmen einer akuten 
Abstoßung richtet. In dem Patientenkollektiv aus 764 Transplantierten, befanden sich 749 
crossmatchnegative und 15 crossmatchpositive Patienten. 182 Biopsien wurden in der 
crossmatchpositiven Gruppe und 32 Biopsien in der crossmatchnegativen Gruppe zur Herstellung von 
Paraffinschnitten und schließlich zur C4d-Färbung verwendet.  
C4d konnte in 33% bis 35%  der Fälle einer akuten oder frühen chronischen Transplantatrejektion in 
crossmatchnegativen Patienten nachgewiesen werden, wobei die höchsten Werte bei moderater bis 
schwerer Rejektion zu sehen waren. Die crossmatchpositiven Transplantierten zeigten mit 82 % einen 
deutlich höheren C4d-Nachweis als die Vergleichsgruppe. Außerdem  zeigte sich in dieser Gruppe 
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nicht nur eine erhöhte Intensität der Färbung, sondern auch ein vermindertes Transplantatüberleben im 
Gegensatz zum Vergleichskollektiv der crossmatchnegativen Patienten [67].  
Michaels et al bewiesen unter anderem, dass Patienten mit einem präoperativen, negativen Crossmatch 
weniger und später auftretende Rejektionen durchlaufen als Patienten mit Anti-Donor-Antikörpern 
[57]. 
Histologisch wurde C4d in dieser Studie jeweils hauptsächlich in den portalen Kapillaren oder im 
Stroma nachgewiesen. Färbungen entlang der Sinusoide wurden nur teilweise und mit schwacher 
Intensität gesehen. Ob C4d als diagnostischer Marker verwendet werden kann, lässt sich aus dieser 
Studie nicht ganz eindeutig erschließen. Auffallend ist jedoch, dass in den Fällen einer akuten 
Transplantatrejektion  nur weniger als die Hälfte der Patienten C4d-positiv waren. Zudem zeigten sich 
ähnliche C4d-Werte in den Fällen der Hepatitis-C-Patienten, so dass hier kein großer Unterschied 
erkennbar ist. Auf Grund dieser Ergebnisse kann man aber dennoch darauf schließen, dass der C4d- 
Nachweis, zumindest bei crossmatchpositiven Patienten, für eine humorale Rejektion spricht. Die 
Aussagekraft der histologischen C4d-Untersuchung bei crossmatchnegativen Patienten bleibt hier aber 
allerdings gering. Eine stark ansteigende C4d-Expression in dieser Patientengruppe kann man jedoch 
zumindest als negativen, prognostischen Marker sehen [67].  
Im Kontrast zu den Ergebnissen bisher aufgeführter Studien, im Hinblick auf den C4d-Nachweis, steht 
die Studie von Dorothee Bouron-Da et al. Sie untersuchten anhand von einem Patientenkollektiv 
bestehend aus 64 Leberbioptaten pädiatrischer Patienten, die Ablagerung von C4d im Rahmen einer 
Autoimmunhepatitis, Hepatitis B und Hepatitis C.  
Der immunhistochemische C4d-Nachweis wurde laut der Ergebnisse in 83 % der Patientenbioptate 
mit Autoimmunhepatitis, in 40% der Gruppe mit Hepatitis C und in 89 % der Hepatitis-B-Gruppe 
nachgewiesen.  Die große Streubreite an C4d-Ablagerungen unter den einzelnen Erkrankungen und 
der hohe, prozentuale Nachweis in den Hepatitis-Gruppen deuten hier darauf hin, dass C4d 
möglicherweise kein sensitiver Marker zur Differentialdiagnostik zwischen einer akuten 
Abstoßungsreaktion und einer Hepatitis-C-Infektion ist. Die Resultate wiedersprechen den 
Ergebnissen der bisher aufgeführten Studien. Jedoch muss daran gedacht werden, dass die Ergebnisse 
dieser Studie sich auf ein pädiatrisches Patientenkollektiv beziehen und nicht wie die anderen Studien, 
aus der Untersuchung von Lebergewebe adulter Transplantationspatienten gewonnen wurden. Des 
Weiteren wird in dieser Studie Lebergewebe untersucht, welches im Rahmen inflammatorischer 
Erkrankungen ohne Transplantationshintergrund entnommen wurde. Der direkte histologische 
Vergleich zur C4d-Anfärbung im Gewebe einer akuten Abstoßung fehlt deshalb. Der Nachweis von 
C4d in den einzelnen Gruppen der Erkrankungen kann in dieser Studie deshalb eher so interpretiert 
werden, dass der Pathomechanismus der inflammatorischen Erkrankungen im Rahmen der Hepatitiden 
eine humorale Komponente beinhaltet [68].  
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In all den aufgeführten Studien fällt auf, dass sich die C4d-Färbung in den einzelnen Arbeiten, in 
Bezug auf die anatomische Färbelokalisation, teilweise unterscheidet. Allen Studien gemeinsam ist 
jedoch die Tatsache, dass in gesundem Lebergewebe kein C4d-Nachweis stattgefunden hat. Während 
Schmeding et al in ihrem Patientenkollektiv die C4d-Ablagerungen vor allem entlang der portalen 
Venen und anderen portalen Gefäßstrukturen nachgewiesen haben [47], wurden  in anderen Studien 
die Ablagerungen auch an weiteren Stellen der Leberarchitektur  nachgewiesen. So zeigte sich die 
C4d- Färbung beispielsweise auch in den Leberläppchen, im Zytosol, perivenulär und entlang der 
Sinusoide [61, 64-67].  
Diese histologisch, anatomischen Unterschiede der C4d-Anfärbung kommen eventuell durch die 
verschiedenen Färbekits oder unterschiedlichen C4d-Antikörper zustande, die in der jeweiligen 
Forschungsgruppe zum C4d-Nachweis in den Leberbioptaten verwendet wurden. Bei der 
Schnittherstellung können Unterschiede im jeweils verwendeten Gewebematerial (kryokonservierte 
Bioptate oder paraffinisiertes Gewebe) vielleicht ebenso Differenzen im histologischen Bild nach sich 
ziehen. Im Rahmen dieser Dissertation wurde zudem die Erfahrung gemacht, dass sich 
kryokonserviertes Gewebe nur sehr schwer in 4 µm große Scheiben schneiden lässt, ohne die 
Morphologie des Lebergewebes zu zerstören. Auch wenn kryokonserviertes Material besser zur C4d- 
Anfärbung geeigent ist [48], lassen sich aus paraffinisierten Leberbioptaten erfahrungsgemäß 
morphologisch besser verwertbare Schnitte herstellen. 
Bis zum heutigen Zeitpunkt stellt die Leberbiopsie mit anschließender histologischer Untersuchung 
durch den Pathologen, den Goldstandard zur Diagnostizierung einer akuten Abstoßung dar.  
Bedingt durch den immunologischen Prozess innerhalb des transplantierten Organs, besonders 
nachfolgend auf eine Hepatitis-C-Reinfektion, gestaltet sich die Differentialdiagnose zwischen akuter 
Abstoßung und HCV-Reinfektion allerdings sehr schwierig. Die Pathologen haben hier, speziell in 
Fällen milder Rejektion und de novo-HCV-Reinfektion, deutliche Schwierigkeiten klar abzugrenzen. 
Die histologischen Bilder  ähneln sich oft sehr und können auch im Rahmen einer jeweiligen 
Koinfektion überlappen. Auch die postoperative immunsuppressive Medikation kann, gerade am 
Anfang nach LTX bei höher dosierter Immunsuppression, zu Veränderungen im histologischen Bild 
führen und somit die Diagnosefindung des Pathologen erschweren [37].  
Mononukleäre Infiltrate der Portalfelder sind weitgehend sowohl bei einer Rejektion, als auch bei 
rezidivierender Hepatitis-C-Infektion vorhanden, was die exakte Differenzierung erschwert [39, 69, 
70]. 
In der Vergangenheit hat dieses Phänomen schon zu falschen histologischen Diagnosen geführt. 
Patienten mit einer HCV - Reinfektion, bei denen dadurch eine akute Abstoßung diagnostiziert wurde, 
erhielten anschließend fälschlicherweise eine konsekutive Steroid-Impulstherapie. Daraus resultierten 
fatale Effekte auf die Virusaktivierung, da durch die Immunsuppression die Virusreplikation enorm 
erleichtert wird und somit ein Anstieg der HCV-RNA um ein Vielfaches die Folge sein kann [27, 57]. 
Hepatitis-C-negative Empfänger haben eine bedeutend geringere Mortalitätsrate bei durchlaufen einer 
57 
 
akuten Rejektionsepisode als Patienten die HCV-RNA positiv sind. Eine konsekutive 
Immunsuppression kann bei diesen Patienten letztlich schwere Folgen nach sich ziehen, da sich durch 
die Virusaktivierung eine potenzierte Hepatitis-C-Reinfektion mit schweren Folgen im 
Langzeitverlauf entwickeln kann. 
Viele Autoren empfehlen aus diesem Grund steroidfreie Rejektionstherapieregimes für Hepatitis-C- 
Patienten, um die virale Stimulation zu minimieren, da Steroidapplikation bei vermuteter Abstoßung 
mit deutlich schlechterem Outcome für HCV-Patienten verbunden ist [71].  
Außer C4d wurden bislang  auch verschiedene andere potentielle Marker erforscht, um die 
differentialdiagnostischen Möglichkeiten und Kriterien im Bereich der Lebertransplantation zu 
verbessern. Bisher ist es jedoch noch nicht gelungen, einen davon in der klinischen Routine zu 
etablieren. Die wichtigsten potentiellen Marker davon sind im Folgenden näher erläutert, um ihre 
Möglichkeit bzw. Fähigkeit zur klinischen Anwendung im Alltag diskutieren zu können. 
Trotz erfolgreicher LTX besteht dennoch immer die Gefahr einer Hepatitis-C-Reinfektion nach 
Lebertransplantation. Es wurde bereits gezeigt, dass die Höhe der prä- und postoperativen Viruslast 
unter anderem in einem engen Zusammenhang mit dem Risiko einer Reinfektion und den damit 
verbunden Folgen für den Patienten und dem Transplantat steht [32].  
Gottschlich et al widmeten sich daher beispielsweise der Frage, ob man die HCV-RNA-Spiegel eines 
Transplantationspatienten zur Differenzierung einer HCV-Reinfektion und einer akuten 
Abstoßungsreaktion verwenden kann. Anhand 72 gewonnener Leberbioptate von 36 HCV-positiven  
Transplantationspatienten wurden die HCV-RNA-Werte mit den jeweiligen histologischen Bildern 
und dem dazugehörigen klinischen Verlauf verglichen. Die quantitativen RNA - Werte wurden mit 
Hilfe einer RT - PCR aus der Gewebe DNA evaluiert. Es wurde zudem  im Rahmen der Studie, je 
nach vorliegender Gewebehistologie, in verschiedene Gruppen eingeteilt, die zwischen einer 
definitiven rezidivierenden Hepatitis C und einer definitiven akuten Abstoßung lagen. Die Ergebnisse 
in der „definitiven HCV“ -Gruppe wiesen einen mittleren HCV-RNA Wert von 10,695 Kopien/mg 
auf. Die Kollektivgruppe der „definitiven Rejektion“ zeigte hingegen deutlich niedriger Werte mit 
1,024 Kopien/mg im Lebergewebe. Dies verdeutlicht einen großen Unterschied der HCV-RNA-Werte 
zwischen den beiden Gruppen. Allerdings konnten in den Gewebebioptaten der 
Rejektionsuntergruppen dieser Studie auch vereinzelt hohe Werte an gemessener HCV-RNA 
nachgewiesen werden. Grund der hier höher gemessenen Werte könnte  sein, wie Gottschlich et al 
annehmen, dass in diesen vereinzelten Fällen eventuell eine Koinfektion mit einer HCV-Infektion 
stattgefunden hat oder trotz der histologischen Einordnung in die Rejektionsgruppe eine HCV- 
Infektion des Patienten die vorherrschende Erkrankung war. Grundsätzlich kommt die 
Forschungsgruppe aber zu dem Ergebnis, dass bei Patienten mit sehr niedrigen HCV-RNA-Spiegeln, 
eine Hepatitis-C-Reinfektion nach Transplantation eher unwahrscheinlich ist und die Messung der 
Werte in Zusammenhang mit der Gewebehistologie und der Klinik des Patienten einen 
differentialdiagnostischen Hinweis geben kann [72].  
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Drei Jahre zuvor untersuchten Fragulidis et al dieselbe Thematik mit Hilfe der quantifizierten HCV –
RNA-Messung durch RT - PCR aus Lebergewebe anhand einer etwas geringeren Patientenanzahl 
[73]. Die Arbeitsgruppe erhielt prinzipiell ähnliche Ergebnisse und kam zu derselben Schlussfolgerung 
wie Gottschlich und seine Mitarbeiter.  
Bedacht werden muss bei dieser Methode der Differentialdiagnostik allerdings, dass es bei sich 
überlappenden Krankheitsbildern und damit einhergehenden veränderten HCV-RNA-Werten, 
wiederum zu differentialdiagnostischen Schwierigkeiten kommen kann. Des Weiteren stellt eine RT -
PCR auf Grund ihres technischen und zeitlichen Aufwandes, kein  diagnostisches Tool dar, das schnell 
Ergebnisse liefert und ist somit eher schlecht in den klinischen Alltag integrierbar. 
Cicerossi et al veröffentlichten 2 Jahre nach der Studie von Gottschlich et al einen Forschungsversuch, 
der sich ebenfalls mit der  Messung der HCV-RNA zur Differenzierung der Rezidiv - HCV nach LTX 
beschäftigte. Die Studie bestand aus 98 Anti-HCV-positiven Patienten von denen 86 im Verlauf nach 
Transplantation einen auffälligen Anstieg der Transaminasen aufzeigten. Aus diesem 
Patientenkollektiv wurden  schließlich sowohl HCV-RNA, als auch Immunglobulin (Ig) M-Anti- 
HCV-  und Transaminasenwerte aus dem Serum bestimmt und mit der Histologie der entnommenen 
Leberbioptate im Zusammenhang bewertet. Im Gegensatz zu der Studie von Gottschlich et al konnten 
hier keine deutlichen Unterschiede der HCV-RNA-Werte in den einzelnen Gruppen festgestellt 
werden. Allerdings erfolgte die quantitative Messung bei der Arbeitsgruppe von Gottschlich im 
Gegensatz zu der von Cicerossi auch aus der Gewebs-DNA und nicht aus dem Serum. Das 
Patientenkollektiv mit histologisch eingeteilter Rezidiv-HCV zeigte hingegen in 36 von 44 HCV- 
Fällen durchgehend einen deutlichen Anstieg an Serum IgM - Anti - HCV. In den Seren der Patienten 
mit akuter Abstoßungsreaktion konnte wiederum keine Änderung der Werte festgestellt werden [74].  
Ciccorossi et al halten auf Grund ihrer Ergebnisse Anti-HCV-IgM somit für einen hochspezifischen 
Marker einer Hepatitis-C-Reinfektion, wenn dieser quantitativ gemessen wird. Es sind jedoch 
kontinuierlich HCV-Serumwerte im Verlauf notwendig zu messen, um die quantitativ evaluierten 
Werte in den richtigen Kontext setzen zu können. Dies bedeutet wiederum einen hohen Aufwand im 
klinischen Alltag. Es zeigte sich, dass HCV - RNA in einem höheren Maß bei Patienten nachweisbar 
ist, die wegen einer Hepatitis C bei aktueller Infektion transplantiert wurden, als bei akuter Abstoßung. 
Dennoch kann keine ausschlaggebende Größe bestimmt werden.   
Srekunar et al fanden 2002 heraus, dass im Falle einer akuten Rejektion, eine deutlich höhere 
Expression von MHC-Klasse I- und II- assoziierten Genen in Leberproben vorzufinden ist, als bei 
HCV-Reinfektion. Dazu verglichen sie insgesamt 8 Patienten in 2 Gruppen HCV-infizierter 
Lebertransplantationspatienten. 4 davon mit akuter Rejektion, die anderen 4 als HCV-infizierte 
Patienten ohne histologische Anzeichen einer akuten Abstoßungsreaktion. Ziel der Studie war es, die 
Unterschiede in der Genexpression innerhalb der Transplantate der jeweiligen Gruppen zu erforschen 
und dadurch eventuell einen  aussagekräftigen Marker für die Differentialdiagnostik ausfindig zu 
machen. Nach einer RNA-Isolierung aus den kryokonservierten Lebergeweben der 2 
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Kollektivgruppen konnte mit Hilfe von High density Oligonucleotid Microarrays die Expression 
verschiedener Gene für die einzelnen Patienten untersucht werden. Die Ergebnisse zeigten schließlich, 
dass sich die 2 Patientengruppen im Hinblick auf die Menge an vorhandener mRNA im Lebergewebe 
unterscheiden. So konnte in der Gruppe der akuten Rejektion gezeigt werden, dass im Vergleich zur 
HCV-Gruppe 25 Gene vermehrt  und 15 Gene vermindert exprimiert wurden. Wie bereits erwähnt 
wurde in der ACR-Gruppe der Unterschied in Bezug auf die MHC-Klasse I und II assoziierten Gene  
am deutlichsten, so dass die genetische Untersuchung der Patienten auf diese Gene laut dieser 
Ergebnisse theoretisch als Unterscheidungsmerkmal verwendet werden kann [75].  
Leider ist die genetische Analyse aber eine komplizierte und zeitaufwendige Methode, die im 
klinischen Alltag nicht zur umgehend erforderlichen Diagnose anwendbar ist. Außerdem muss bedacht 
werden, dass diese Studie eine sehr geringe Anzahl an Patienten beinhaltet. Um einer bessere und 
stärkere Aussagekraft der Ergebnisse zu erzielen, sollten in Zukunft mehr Patienten in eine solche 
Studie mit integriert werden. 
Eine neuere Studie von Gerry C. MacQuillan et al wurde 2010 veröffentlicht. Das Forschungsteam 
beschäftigte sich vor dieser Studie unter anderem mit dem sogenannten MxA-Protein. Dabei fanden 
sie heraus, dass dieses MxA-Protein ein sensitiver und spezifischer Marker zum Nachweis einer 
Interferon-1-Produktion bei chronischer HCV-Infektion darstellt [76].  
Auf dieser Grundlage beruhend, wurde die Hypothese aufgestellt, dass der  Nachweis von MxA- 
Protein im Lebergewebe möglicherweise auch einen Marker für eine rezidivierende Hepatitis-C- 
Infektion nach LTX darstellt und so eventuell zur Differenzierung zu einer akuten Abstoßung hilfreich 
sein könnte. Die Ergebnisse der Studie bestärkten die angenommene Hypothese. Bei Patienten mit 
einer Rezidiv-HCV wurde mit 78 % deutlich mehr MxA-Protein nachgewiesen als in der 
Vergleichsgruppe von Patienten mit akuter Rejektion (30%). Der Nachweis erfolgte in paraffinisierten 
Leberbioptaten des Patientenkollektives durch immunhistochemische Anfärbung mit Hilfe eines 
monoklonalen Antikörpers gegen MxA-Protein, ähnlich dem Versuch der C4d-Anfärbung in dieser 
Studie. Der Färbenachweis zeigte sich im Lebergewebe sowohl in den Hepatozyten, als auch in den 
Monozyten und unterscheidet sich somit von dem Färbemuster der C4d-Anfärbung, die hauptsächlich 
eine Anfärbung der portalen Gefäßstrukturen aufzeigte. Ähnlich der Studie von Schmeding et al 
konnte auch hier keine Korrelation zwischen der Färbeintensität und der Schwere der Erkrankung 
festgestellt werden [77].  
Die Methode der Immunhistochemischen Färbung ist sowohl für MxA- als auch C4d-Protein eine 
schnelle und kostengünstige Möglichkeit und könnte zudem auch überall gut verfügbar sein.  Der 
MxA-Proteinnachweis ist den Resultaten nach auch ein weiterer möglicher Marker, der bei 
lebertransplantierten Patienten bei der Diagnose und anschließenden Therapiefindung hilfreich sein 
kann. Allerdings beinhaltet auch diese Studie nur eine geringe Anzahl an Patienten, so dass zur 
besseren Aussagekraft der Verwendbarkeit dieses Markers, die Erforschung in einem größeren 
Patientenkollektiv wünschenswert wäre. 
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Anhand der aktuellen Studienlage zeigt sich, dass der Nachweis von C4d im Lebertransplantat eine 
potentielle Möglichkeit darstellt, um bei Patienten nach einer Lebertransplantation die 
Differentialdiagnostik sicherer zu gestalten und die Anschlusstherapien dadurch besser zu optimieren. 
Im Rahmen dieser Dissertation konnte diese These allerdings, zumindest für den ELISA-basierten 
Nachweis, nicht bestätigt werden. Der immunhistochemische Nachweis durch Anfärbung von C4d 
erbrachte in einem Großteil der Studien aussagekräftige Ergebnisse, die dass Vorkommen des 
Komplementproduktes, hauptsächlich in den Fällen einer akuten Rejektion zeigt. Der ELISA-basierte 
C4d-Nachweis lieferte  keine entsprechenden Resultate, die diese These weiter bekräftigen könnten. 
Es konnte hier kein Unterschied in den C4d-Werten zwischen den einzelnen Gruppen des 
Patientenkollektives dieser Studie festgestellt werden. Zu beachten ist dabei jedoch die 
unterschiedliche Nachweistechnik, die in dieser Dissertation im Gegensatz zu den anderen Studien 
verwendet wurde. Der ELISA ist eine Nachweismethode, die prinzipiell in jedem Labor der einzelnen 
Kliniken durchführbar ist. Der technische Ablauf nach Bioptatentnahme bis zum Ergebniserhalt der 
spektrophotometrischen Messung der C4d-Werte des ELISA, lässt sich unkompliziert und schnell 
durchführen. Dies würde eine gute Integration in den klinischen Alltag gewährleisten, im Gegensatz 
zu den differentialdiagnostischen Techniken anderer Studien. Anhand der spektrophotometrischen 
Messung können die C4d-Werte auch sehr genau quantifiziert und die Ergebnisse dementsprechend 
genau interpretiert werden.  
Dennoch zeigen die Ergebnisse dieser Dissertation, dass der ELISA-basierte Nachweis von C4d nicht 
zur Unterscheidung zwischen einer akuten Rejektion und einer Rezidiv - HCV nach LTX verwendet 
werden kann. Es stellt sich also die Frage, warum hier keine signifikanten Unterschiede in den 
Kollektivgruppen messbar waren. Ein Grund dafür könnte die Verarbeitung von kyrokonserviertem 
Gewebe an sich und der technischen Aufbereitung mit dem Tissue Ruptor sein. Bei der Verarbeitung 
des kryokonservierten Leberbioptates wurde sehr genau darauf geachtet, die Unterbrechung der 
Kühlkette möglichst gering zu halten. Die Verarbeitung erfordert allerdings eine zeitweise 
Unterbrechung, bei der eventuell durch das Auftauen des Gewebes Proteine zu Grunde gehen könnten. 
Des Weiteren wurde zur Homogenisierung das Gewebe im Tissue Ruptor zerkleinert. Bei diesem 
Schritt könnten eventuell auch Proteine so weit zerstört worden sein, dass somit keine signifikanten 
Unterschiede in den C4d-Werten mehr messbar waren. Auch wenn die Ergebnisse eines ELISA im 
Allgemeinen sehr genau mittels der spektrophotometrischen Messung ermittelt werden können, muss 
auf Grund der Ergebnisse dieser Dissertation dennoch kritisch überlegt werden, ob die Sensitivität des 
C4d-ELISA bei der Messung des C4d-Proteins so hoch ist, wie angenommen. Die 
immunhistochemische Anfärbung in paraffinisiertem Gewebe stellte sich im Gegensatz dazu als 
sensitiveres Verfahren heraus. Der Vorteil dabei ist zudem, dass die hergestellten Schnitte der 
Leberbioptate zum einen auf die C4d-Anfärbung mikroskopisch untersucht werden können und zum 
anderen die Gewebeproben dabei gleichzeitig nach den Banff-Schema-Kriterien beurteilt werden 
können. So bieten sich für den Pathologen zwei verschiedene Anhaltspunkte das Gewebe nach LTX 
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zu untersuchen und hilft die Diagnose dadurch besser einschätzen zu können. Zudem kann in der 
immunhistochemischen Beurteilung die C4d-Anfärbung auch morphologisch direkt zugeordnet 
werden. Dies entfällt bei der ELISA-Technik komplett.  
Der allgemeine Nachweis von C4d nach Lebertransplantation stellt sich in der aktuellen Studienlage 
dennoch weiterhin als interessanter und potentieller Marker der Transplantationsmedizin dar und sollte 
in Zukunft in weiteren Studien auch weiter verfolgt werden, um in Zukunft eine schnellere und 
effektivere Differentialdiagnostik im klinischen Alltag gewährleisten zu können.  
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VI  Zusammenfassung 
 
In den früheren Versuchen von Schmeding et al war es das Ziel, zu evaluieren, ob C4d in Leber- 
Gewebeproben von Patienten mit akuten Abstoßungsepisoden nachgewiesen werden kann und 
deswegen als spezifischer Marker die Diagnose einer akuten Rejektion unterstützen kann. Das 
Interesse lag im Wesentlichen darin, Unterschiede der C4d-Expression im Vergleich zur Hepatitis-C- 
Reinfektion bei Patienten nach LTX zu erkennen. Mit Hilfe von immunhistochemischer Färbung 
konnte in lebertransplantierten Patienten, die eine akute Abstoßung durchliefen, eine verstärkte C4d- 
Infiltration in den periportalen Feldern belegt werden. Die Aussagekraft der C4d-Expression als ein 
positiver Marker einer akuten Abstoßung  erwies eine Spezifität  von 90,5 %, wohingegen die 
Sensitivität bei 67,7 % lag. Der positiv prädiktive Wert für C4d, der exakt auf eine akute Abstoßung 
hinweist, beträgt 75,128 %, der negativ prädiktive Wert entsprechend 86,807 %. Da die 
unterschiedlichen Therapiestrategien bei akuter Rejektion und einer Rezidiv - HCV bei falscher 
Diagnosestellung zu fatalen Auswirkungen auf die Gesundheit des Patienten führen, ist eine genaue 
Unterscheidung dieser beiden Krankheitsbilder nach Lebertransplantation von besonderer Bedeutung. 
Im Rahmen dieser Dissertation sollte an die Ergebnisse der Berliner Arbeitsgruppe (Schmeding et al) 
angeknüpft werden. Der anfängliche Versuch C4d in kryokonserviertem Gewebe der prospektiv 
gesammelten Patientenbioptate immunhistochemisch  nachzuweisen, stellte sich auf Grund 
technischer und daraus resultierender, morphologischer Probleme in den Gewebeschnitten, als nicht 
erfolgsversprechend heraus. Es erfolgte deshalb die Umstellung auf ein Verfahren zur Extraktion der 
Gesamtproteine aus dem Leberbioptatgewebe mit anschließender, quantitativer und spezifischer 
Messung der C4d-Konzentration. 
Die C4d-Anfärbung ist eine schnelle und weitgehend verfügbare Methode, die zumindest zur 
histologischen Evaluation bei Nierentransplantatabstoßung heutzutage schon gut etabliert ist. 
Demzufolge können Leberbiopsieproben, entweder in kryokonserviertem oder paraffinisiertem 
Gewebe, sofort auf C4d angefärbt werden. Dies gewährt eine C4d-assoziierte Evaluation innerhalb 
von wenigen Stunden und ist deshalb sehr gut in den klinischen Alltag integrierbar. Jedoch zeigte die 
Erfahrung im Rahmen dieser Dissertation, dass mit kryokonserviertem Gewebe Probleme in der 
Schnittherstellung auftreten können. Auf Grund der leichteren Verarbeitung und dadurch besseren 
morphologischen Beurteilungsmöglichkeit ist deshalb paraffinisiertes Gewebe zur Anfärbung zu 
empfehlen. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind zur Thematik des C4d-Proteins als 
differentialdiagnostischer Marker in der Lebertransplantation schon einige Studien durchgeführt 
worden. Der C4d-Nachweis war in den meisten Studien hauptsächlich und überwiegend in den Fällen 
einer akuten Rejektion vorzufinden. Die Vergleichsgruppen der jeweiligen Studien, zeigten meist 
deutlich geringere bis teilweise keine C4d-Anfärbungen. Allen Studien  gemeinsam war, dass C4d in 
gesundem Lebergewebe nicht nachgewiesen werden konnte. 
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Jedoch konnten im Bezug auf die anatomisch histologische Färbelokalisation der Gewebestrukturen 
teilweise Unterschiede erkannt werden, die eventuell auf die unterschiedlichen Färbemethoden der 
jeweiligen Forschungsgruppen zurückzuführen sind. C4d ist ein Spaltprodukt des Komplementsystems 
und somit Bestandteil der humoralen Abwehr des Körpers. Durch den erhöhten Nachweis der C4d- 
Mengen in den Fällen einer akuten Rejektion in den einzelnen Studien, wurde nicht nur ein 
potentieller Marker für die Differentialdiagnostik gefunden, sondern auch die Annahme bestätigt, dass 
Abstoßungsreaktionen nicht wie bisher angenommen nur auf zellulärer Ebene ablaufen, sondern auch 
eine humorale Komponente beinhalten. Dies erweitert das bisher erforschte Knowledge der 
Transplantationsmedizin und hilft weiterhin die Pathophysiologie der Rejektionsmechanismen nach 
Transplantation besser zu verstehen. 
Einige weitere Studien haben sich ebenso damit beschäftigt, einen potentiellen Marker zur 
Unterscheidung zwischen einer akuten Abstoßung und einer Hepatitis-C-Reinfektion zu finden. So 
wurde anhand verschiedener Techniken versucht, eine akute Rejektion oder Rezidiv-HCV durch den 
Nachweis weiterer spezifischer Proteine, unterschiedlicher Genexpressionen,  Virustitern oder 
histologisch nachweisbaren Zellpopulationen zu identifizieren. Es gibt darunter einige Ansätze die 
recht vielversprechend klingen, aber in Zukunft noch anhand einer höheren Patientenanzahl evaluiert 
werden sollten, um so die Aussagekraft der bisher erhobenen Ergebnisse zu bestärken und somit 
besser beurteilen zu können. Teilweise zeigen die Ergebnisse dieser Studien zwar einen guten Ansatz 
eines potentiellen Markers zur Differentialdiagnostik, jedoch lässt die Integration in den klinischen 
Alltag, auf Grund des zeitlichen und technischen Aufwandes der jeweiligen Nachweistechniken, 
teilweise Zweifel aufkommen. 
Der ELISA-basierende C4d-Nachweis hätte eine noch leichter und schneller durchführbare Option zur 
Differentialdiagnostik gegeben als der immunhistochemische Färbenachweis. Jedoch wird im Rahmen 
der Ergebnisse dieser Dissertation klar deutlich, dass die ELISA-basierende C4d-Messung in 
Lebergewebe nach Transplantation, keine nützlichen Zusatzinformationen liefert und somit nicht als 
diffentialdiagnostischer Marker verwendet werden kann. 
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